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第 1 章 
蛋白 质 的 结构 


1.1 引 


m 


本 书后 面 的 章节 旨 在 探讨 与 蛋白 质 来 源 、 纯 化 、 特 性 和 应 用 相关 的 问题 。 在 本 章 这 一 引 
言 式 的 章节 中 ， 着 重 于 介绍 蛋白 质 的 结构 。 如 果 对 这 个 主题 涉及 稍微 广泛 一 点 的 话 ， 就 很 容 
易 写 成 一 本 这 方面 的 书 ， 而 且 这 方面 的 文献 很 多 ， 也 很 容易 得 到 。 本 章 的 目的 是 提供 一 个 有 
关 这 个 主题 的 基本 的 概述 。 有 兴趣 的 读者 可 以 求助 于 本 章 的 “进一步 的 阅读 材料 ”部 分 ， 那 
里 列 出 了 很 多 本 领域 的 优秀 的 专门 出 版 物 。 通 过 本 章 提 到 的 网 页 站 点 ， 也 可 以 收集 到 更 多 额 
外 的 信息 。 


1.2 蛋白质 的 结构 概述 


蛋白 质 是 由 一 条 或 几 条 多 肽 链 组 成 的 大 分 子 〈 表 1. 1)。 每 一 条 多 肽 都 是 由 通过 肽 〈 酰 
JD 键 连接 的 氨基 酸 组 成 的 链 。 一 条 特定 多 肽 的 精确 的 氨基 酸 序列 由 编码 这 条 多 肽 的 基因 决 
定 。 当 一 个 多 肽 合成 之 后 ， 这 条 多 肽 链 就 会 折 和 登 ， 呈 现 一 个 特定 的 三 维 形状 〈 即 特定 的 构 
象 )， 这 个 构象 对 于 这 条 多 肽 链 来 说 是 唯一 的 。 多 肽 采取 的 构象 取决 于 其 氨基 酸 序列 ， 并 且 
主要 通过 大 量 的 弱 的 相互 作用 力 来 实现 稳定 。 任 何 破坏 这 种 弱 作 用 力 的 效应 〈 如 一 定 的 化 学 
A) 都 会 导致 多 肽 链 的 天 然 构象 的 破坏 ， 这 个 过 程 称 为 变性 。 变 性 常常 导致 功能 活力 的 降 
低 ， 这 清楚 地 说 明了 蛋白 质 的 功能 对 于 蛋白 质 结 构 的 依赖 性 。 一 个 蛋白 质 的 结构 通常 不 能 单 
独 从 其 序列 预测 出 来 。 但 是 蛋白 质 的 结构 信息 可 以 通过 实验 技术 ， 如 X 射线 衍射 和 核磁 共 
振 谱 (nuclear magnetic resonance， NMR) 测定 出 来 。 

多 肽 链 经常 被 描述 为 “纤维 状 ” 或 “球状 "。 纤 维 状 蛋白 采取 的 是 比较 简单 的 三 维 外 形 ， 
并 且 常 常 是 完全 拉 长 的 。 这 类 和 蛋白质 在 生物 体系 内 起 结构 /保护 性 作用 〈 表 1. 2)。 球 状 蛋白 
采取 的 是 比较 复杂 的 三 维 外 形 ， 其 中 的 氨基 酸 链 一 般 紧 密 地 折 全 成 一 个 近似 的 球形 。 这 种 球 
状 蛋白 的 直径 一 般 是 5 一 10nm 数量 级 。 蛋 白质 有 时 候 也 分 为 简单 蛋白 和 结合 蛋白 两 类 。 简 
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单 蛋白 只 包括 多 肽 链 而 不 存在 其 他 的 化 学 成 分 或 者 没有 对 生物 活性 必需 的 其 他 化 学 成 分 。 结 
合 蛋 白 除 了 它们 的 多 肽 链 成 分 ,还 包括 一 个 或 更 多 的 非 肽 类 组 分 , 这些 非 肽 类 组 分 称 为 辅 
基 。 最 常见 的 与 蛋白 质 有 关联 的 辅 基 包 括 碳 水 化 合 物 〈 糖 蛋白 )、 磷 酸 基 团 磷酸 化 蛋白 ) 、 
维生素 衍生 物 (如 黄 素 蛋 白 ) 和 金属 离子 金属 蛋白 )。 

表 1. 1 为 一 些 蛋 白质 范例 ， 列 出 了 构成 蛋白 质 的 多 肽 链 和 氨基 酸 残 基 的 数量 ， 以 及 它们 
的 分 子 质 量 和 生物 学 功能 。 


表 1.1 精 选 的 蛋白 质 范例 


5800 很 复杂 ,包括 调节 血糖 水 平 


胰岛 素 ( 


MON UO. 13900 fi 45 2 LAUR A (00 RC E 

白介素 20K) 15400 KWF T ECL AUR (0 Rc A e 
疫 性 的 很 多 性 质 

促 红细胞 生成 案 ( 人 )》 36000 刺激 红细胞 增殖 的 激素 

BEALE CED 21600 有 助 于 消化 的 蛋白 质 水 解 酶 

AE RCFE ORE DE CAPE DE TETRLHE ND. 27500 细菌 枯草 杆菌 蛋白 酶 

肿瘤 坏死 因子 (人 TNF-a) 52000 免疫 性 和 炎症 的 调节 剂 

血红 蛋白 (人 ) 64500 气体 输 运 

己 糖 激酶 (酵母 ) 102000 对 选择 的 单 糖 磷酸 化 的 酶 


#4 1000000 谷 氨 酰 胺 与 -MRM ERN F 


谷 氨 酰胺 脱氧 酶 ( 牛 ) 


组 成 苇 带 的 弹性 组 织 和 在 动脉 辟 中 发 现 的 弹性 结缔 组 织 层 
构成 师 蛛 网 和 丝 的 主要 结构 组 分 


多 肽 是 线性 的 、 没 有 分 支 的 多 聚 物 ， 可 能 包含 20 种 不 同 的 单 体 〈 即 氨基 酸 )， 连 在 一 起 
形成 精确 的 预先 确定 的 序列 。 多 肽 链 的 一 级 结构 指 的 是 其 准确 的 氨基 酸 序 列 ， 连 同 出 现 的 所 
有 二 硫 键 的 准确 位 置 。 表 1. 3 列 出 了 常见 的 20 种 氨基 酸 ， 以 及 它们 的 简写 和 单字 母 名 称 。 
图 1. 1 给 出 了 这 些 氨基 酸 的 结构 。 这 些 氨基 酸 中 的 19 个 包含 一 个 中 心 a) 碳 原子 ， 中 心 碳 
原子 连 着 一 个 氢 原 子 (H) ， 一 个 氨基 〈 一 NH:) ， 一 个 羧基 〈 一 COOH) 和 一 个 另外 的 侧 链 
(R) 基 团 ， 侧 链 基 团 的 不 同 区 分 不 同 的 氨基 酸 。 且 氨 酸 是 一 个 特别 的 氨基 酸 ， 它 的 R 基 团 
与 氨基 的 氮 原 子 形成 了 直接 的 共 价 键 (图 1. 1) ， 而 在 其 他 氨基 酸 中 氨基 是 自由 的 。 

在 后 面部 分 的 讨论 中 可 以 清楚 看 到 ， 在 邻近 的 氨基 酸 残 基 之 间 肽 键 的 形成 有 助 于 连接 在 
中 心 Ca) 碳 原子 的 氨基 和 羧基 之 间 建 立 共 价 连 接 。 因 此 多 肤 链 中 自由 的 功能 《 即 化 学 反应 
性 的 ) 基 团 几乎 全 部 都 出 现在 组 成 肽 链 的 氨基 酸 的 R 基 团 上 。 这 些 R 基 团 除了 决定 多 肽 链 
的 化 学 反应 特性 外 ， 还 在 很 大 程度 上 决定 了 多 肽 链 最 终 采取 的 构象 。 不 同 的 R 基 团 的 稳定 
作用 力 或 排斥 力 CR 基 团 与 R 基 团 之 间 和 R 基 团 与 周围 的 水 介质 之 间 〉 决 定 了 多 肽 链 最 终 
采取 的 形态 ， 这 在 后 面 将 有 描述 。 


第 1 章 蛋白 质 结构 | 3 


R13 20 种 常见 的 氨基 酸 


非 极 性 ,脂肪 族 甘氨酸 Gly 75 7.2 


G 

WEM Ala A 89 8.3 

LECI Val v nz 6.6 

KEM Leu L 131 9.0 

RAAM Ile 1 131 5.2 

Mam Pro P 15 5.1 

芳香 族 NE Tyr Y 181 3.2 
ARM Phe F 165 3.9 

色 氨 酸 Trp w 204 1.3 

极 性 但 不 带电 FEAM Cys c 121 17 
丝氨酸 Ser S 105 6.0 

甲 硫 氨 酸 Met M 149 24 

苏 氨 酸 Thr T 119 5.8 

天 冬 酰 胺 Asn N 132 44 

谷 氨 酰 胺 Gln Q 146 4.0 

带 正 电荷 MAR Arg R 174 5.7 
mum Lys K 146 5.7 

MAR His H 155 2.2 

带 负 电荷 天 冬 氨 酸 Asp D 133 5.3 
FAM Glu E 147 6.2 


x: 握 基 酸根 据 侧 链 结构 可 以 细 分 为 五 类 。 上 面 也 列 出 了 这 些 氨 基 酸 的 三 字母 和 单字 母 〈 单 字母 缩写 
一 般 仅 用 于 编辑 延续 的 序列 资料 时 一 一 主要 是 尽量 减少 书写 空间 和 书写 力气 ) 缩写 。 另 外 也 给 出 了 它们 各 
自 的 分 子 质量 及 每 种 氛 基 酸 在 “平均 ”蛋白 质 中 出 现 的 百分率 。 这 个 资料 是 对 超过 1000 个 不 同 的 去 白质 进 
行 序列 分 析 得 到 的 。 


非 极 性 的 脂肪 族 氨 基 酸 CR. PR, MAR, AAM, HEA IMAM) 的 R 
基 团 没有 化 学 反应 性 质 活泼 的 功能 基 团 。 值 得 注意 的 是 ， 这 样 一 些 R 基 团 ， 即 当 出 现在 一 
个 多 肽 链 的 主 链 中 时 ， 它 们 倾向 于 彼此 之 间 形 成 非 共 价 的 相互 作用 (通过 疏水 作用 )。 这 些 
相互 作用 对 于 蛋白 质 的 构象 有 明显 的 稳定 功能 。 

甘氨酸 应 该 被 关注 ， 因 为 它 的 R 基 团 是 一 个 氧 原子 。 这 意味 着 甘氨酸 的 a 碳 原子 不 是 
不 对 称 的 〈 即 不 是 一 个 手 性 中 心 ) 。 一 个 碳 原 子 只 有 连接 4 个 不 同 的 化 学 基 团 ， 才 能 称 为 手 
性 中 心 ， 对 于 甘氨酸 来 讲 ， 连 接 的 4 个 基 团 中 的 两 个 是 相同 的 。 因 而 ， 甘 氨 酸 没有 多 重 立体 
异 构 形 式 ， 而 不 像 其 他 氨基 酸 都 具有 D 型 或 L 型 两 种 异 构 体 。 在 天 然 的 蛋白 质 中 只 发 现 了 
L 型 氨基 酸 。 

芳香 族 氨基 酸 〈 茶 丙 氨 酸 、 酷 氨 酸 和 色 氨 酸 ) 的 侧 链 基 团 并 不 是 化 学 反应 性 较 强 的 ， 但 
是 它们 都 能 够 吸收 紫外 线 。 特 别 是 酷 氮 酸 和 色 氨 酸 在 280nm 有 很 强 的 吸收 ， 这 样 可 以 通过 
在 这 个 波长 检测 吸收 值 来 检测 蛋白 质 和 对 蛋白质 进 行 定量 (第 3 章 )。 

在 6 个 极 性 但 不 带电 荷 的 氨基 酸 中 ， 有 两 个 〈 半 胱 氨 酸 和 甲 硫 氨 酸 》 比较 异常 ， 因 为 它 
们 含有 硫 原 子 。 甲 硫 氨 酸 的 侧 链 是 非 极 性 的 ， 尽 管 它 的 硫 原 子 容易 被 氧化 ， 但 是 它 的 侧 链 相 
对 来 说 是 化 学 惰性 的 。 相 反 ， 半 胱 氨 酸 R 基 团 的 硫 醇 部 分 (—C—SH) 是 所 有 氨基 酸 侧 链 
中 化 学 反应 特性 最 活泼 的 。 在 体内 ， 这 个 基 团 可 以 与 各 种 金属 离子 形成 复合 物 ， 它 也 很 容易 
被 氧化 ， 形 成 由 两 个 半 胱 氨 酸 经 过 共 价 连接 而 成 的 胱 氨 酸 残 基 〈 图 1.2)。 链 内 胱 氨 酸 〈 即 
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图 1.1 和 蛋白质 中 常见 的 20 种 氨基 酸 的 化 学 结构 


在 同一 个 多 肽 链 主 链 的 两 个 半 胱 氨 酸 之 间 的 二 硫 键 连接 ) 的 形成 有 助 于 稳定 多 肽 链 的 三 维 结 
构 。 链 间 的 二 硫 键 连接 也 可 以 形成 ， 链 间 二 硫 键 就 是 半 胱 氨 酸 来 自 不 同 的 多 肽 链 。 链 间 二 硫 
键 是 使 紫 邻 的 肽 链 之 间 形 成 共 价 连接 非常 有 效 的 方法 。 

在 余下 的 4 个 极 性 但 不 带电 荷 的 氨基 酸 中 ， 两 个 氨基 酸 ( 丝 氨 欢 和 苏 氨 酸 ) 的 R 基 团 
WHE (OH), KARRA GARR R 基 团 则 有 酰胺 基 团 〈 一 CONH; )。 这 些 氨基 
酸 中 没有 化 学 性 质 特 别 活泼 的 ， 尽 管 后 两 者 暴露 在 高 温 或 者 极端 pH 下 可 能 脱 酰胺 化 形成 天 
冬 氨 酸 或 谷 氨 酸 。 

天 冬 氨 酸 和 谷 氨 酸 在 生理 条 件 下 本 身 是 带 负 电荷 的 。 这 使 它们 能 够 整合 某 些 金 属 离子 ， 
也 能 够 明显 地 影响 它们 所 处 的 多 肽 链 采 取 的 构象 。 

MAM, HAMAD AME HE A REM. MAMA R 基 团 包括 一 个 具有 4 个 
CH, 基 团 朴 水 的 链 (图 1. 1), 链 的 顶端 是 一 个 氨基 (一 NH,)， 这 个 氨基 在 绝 大 多 数 生理 状 
态 下 是 离子 化 (一 NHi ) 的 。 然 而 在 绝 大 多 数 的 多 肽 链 中 总 是 有 一 定数 量 的 未 离子 化 的 赖 
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所 酸 ， 这 些 未 离子 化 的 赖 氨 酸 〈 不 像 它们 那些 离子 化 的 coon gen 
对 应 物 ) MICE RAE RO. BORO n 4 cm sa + Hs Ch Cn 
可 以 经 过 化 学 反应 转化 为 各 种 类 似 物 。 精 氨 酸 的 侧 链 体 。 kn, lu, 
积 很 大 ， 包 含 了 3 个 CH: 基 团 、1 个 氨基 (CNH) 和 1 HUE siam 


个 离子 化 的 服 基 (一 NH} O. HARI “OKE” MET 
以 在 化 学 上 描述 为 三 级 胺 (Rs 一 N)， 因 而 它 可 以 作为 一 
个 强 的 亲 核 催化 剂 〈 氨 原子 具有 一 个 孤 电子 对 ， 使 其 成 a 
为 “ 核 质子 伴侣 ”或 亲 核 试剂 ， 它 可 以 将 其 电子 赠 予 
“电子 伴 但” 或 者 亲 电 试剂 )。 正 因为 如 此 ， 组 氨 酸 的 侧 
链 也 构成 了 某 些 酶 的 活性 部 位 的 重要 组 成 部 分 〈 如 蛋白 cook zae oo 
酶 “枯草 杆菌 蛋白 酶 "， 第 11 章 ) 。 8 一 co 一 ss 一 一 人 
除了 20 种 常见 的 氨基 酸 外 ， 在 很 多 蛋白 质 中 也 发 现 Nn. NH, 
了 修饰 的 氨基 酸 。 这 些 氨基 酸 主要 是 通过 一 个 翻 详 后 修 pie 
人 饰 ( 即 修饰 是 在 蛋白 质 完全 合成 以 后 进行 的 ) 的 反应 过 ML? TRA at 
程 改变 的 。 到 目前 已 经 确认 了 200 种 修饰 的 氨基 酸 的 特 二 硫 键 而 形成 胱 复 酸 
征 。 比 较 常见 的 修饰 在 本 章 的 后 面 单独 讨论 。 其 他 的 是 一 些 不 常见 的 修饰 。 这 些 修饰 包括 
4- 羟 基 化 的 膊 氨 酸 和 5- 羟 基 化 的 赖 氨 酸 ， 这 些 修 饰 主要 在 某 些 纤维 蛋白 里 发 现 ， 特 别 是 胶原 
蛋白 里 〈 图 1. 3) 。 羟 基 化 反应 发 生 在 内 质 网 中 ， 由 《维生素 C 依赖 的 ) 羟基 化 酶 催化 完成 。 
这 些 修饰 对 于 保证 适当 的 折 且 和 成 熟 纤维 蛋白 的 装配 是 必须 的 。y -羧基 谷 氨 酰 胺 〈Gla) 是 
在 某 些 蛋白 质 ， 特 别 是 血液 凝固 因子 中 发 现 的 另外 一 种 修饰 的 氨基 酸 。 负 责 这 些 多 肘 链 中 的 
谷 氨 酰 腕 侧 链 羧基 化 的 酶 是 一 个 维生素 C 依赖 的 送 化 酶 。 在 内 质 网 中 有 这 种 酶 。y -羧基 谷 氨 
酰胺 结合 钙 离子 非常 有 效 ， 这 对 于 某 些 血液 因子 有 效 发 挥 功能 是 一 个 必需 的 过 程 〈 见 
第 5 章 )。 
修饰 的 氨基 酸 的 最 后 一 个 例子 是 硒 代 半 胱 氨 酸 〈 图 1. 3)。 与 刚才 介绍 的 这 些 实例 不 同 
三 代 半 胱 氨 酸 不 是 经 过 翻译 后 修饰 的 途径 产生 的 ， 它 是 一 个 事先 就 存在 的 氨基 酸 〈 硒 代 半 胱 
氨 酸 有 时 候 被 称 为 “21 世纪 氨基 酸 ") 。 这 种 形态 的 硒 是 某 些 酶 的 基本 组 成 部 分 。 编 码 这 些 
酶 的 基因 的 核 甘酸 序列 包含 一 个 “UGA” 密 码 子 ， 这 个 密码 子 编码 硒 代 半 胱 氨 酸 。 在 没有 
硒 代 半 胱 氨 酸 的 蛋白 质 基 因 里 ，UGA 一 般 行使 终止 密码 子 的 功能 。 将 UGA 阅读 为 硒 代 半 
胱 氨 酸 而 不 是 更 常见 的 终止 密码 子 ， 明 显 地 取决 于 这 个 密码 子 两 端的 核酸 序列 。 同 样 ， 有 差 
别 的 UGA 的 识别 可 能 是 mRNA 构象 的 一 个 功能 。 


len 
Ban 一 人 一 
CH; 
coon LS goon 
COOH 
LH qn HN—C—H j 
m cH, Ho ou a RN—C—H 
HC C—H CH, cH = 
| | Z^N A 
on NH, HOOC COOH + 
AREAN SABER TRESE 硒 代 半 胱 氨 酸 


图 1.3 某 些 修饰 的 氨基 酸 的 结构 
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12.2 Bk 


在 蛋白 质 合成 期 间 ， 连 续 不 断 的 氨基 酸 通过 “ 肽 键 ”( 即 酰胺 键 ) 连接 在 一 起 〈 图 1.4)。 
这 是 一 个 缩合 反应 ， 因 为 在 键 生成 时 会 脱 去 一 个 水 分 子 。 每 个 氨基 酸 在 合成 的 多 肽 链 
中 被 称 为 “ 残 基 "， 多 肽 链 在 一 端 有 一 个 自由 氨基 (一 NH:)， 在 另外 一 端 有 一 个 羧基 
(COOH) 。 这 两 端 分 别 命名 为 氨基 端 和 羧基 端 。 

肽 键 是 一 个 刚性 的 平面 结构 ， 其 长 度 在 0. 133nm 范围 内 。 肽 键 的 刚性 特点 反映 了 一 个 
事实 ， 即 酰胺 中 的 氨 原 子 的 孤 电 子 对 已 经 离 域 化 扩散 至 整个 肽 键 [ 即 键 结构 是 图 1.4 CO 
说 明 的 两 种 状态 的 折 中 结构 ]。 在 绝 大 多 数 情况 下 ， 肽 基 团 星 现 一 个 “ 反 式 ” 构 型 [图 1.4 
(a)]。 这 样 可 以 最 大 限度 地 减少 连续 的 氨基 酸 残 基 的 R 基 团 之 间 的 立体 位 阻 。 

虽然 肽 键 是 刚性 的 ， 但 是 多 肽 链 主 链 中 出 现 的 另外 两 个 键 〈 即 N—C, SERI C, C Gs I 
1.5) 则 是 可 以 自由 旋转 的 。 多 肽 链 主 链 可 以 视 为 系列 平 “ 板 ”的 组 合 ， 而 且 这 些 平板 可 以 彼 
此 相对 旋转 。 绕 着 N--C, 键 旋转 的 角度 称 为 8 (phi). Set C, 一 C 键 旋转 的 角度 称 为 W Cpsid 
(图 1.5)。 这 些 角 也 被 称 为 旋转 角 、 二 面 角 或 扭转 角 。 方 便 起 见 ， 当 多 肘 链 处 于 完全 伸展 即 反 

式 时 ， 这 些 角 定 义 为 180"。 原 则 上 讲 ， 每 一 个 
中 肽 键 可 以 旋转 为 从 一 180* 一 十 180* 范 围 内 的 任 
Dres COE o CM I O 意 一 个 角度 。 但 是 实际 观察 到 的 旋转 角度 是 受 
" 限制 的 ， 这 主要 是 因为 多 肽 链 的 主 链 原 子 和 侧 

链 原子 之 间 有 空间 位 阻 。 
~ 对 于 一 条 多 肽 链 的 每 一 个 氨基 酸 残 基 来 
说 ， 物 理 上 可 以 接受 的 实际 少 和 更 角 可 以 计 
R 算出 来 ， 这 些 成 对 的 角度 被 用 来 相互 比 对 对 着 
i coon 作 图 ， 可 以 画 成 一 个 图 ， 称 为 Ramachandran 
man 图 。 在 多 数 的 场合 中 ， 立 体 化 学 允许 的 角度 落 
NS 在 了 一 个 相对 狭窄 的 范围 内 。 在 甘氨酸 残 基 周 
Be 围 经 常 看 到 比 一 般 的 $/ 炎 旋转 自由 度 有 一 个 
更 大 的 范围 ， 这 主要 是 由 于 后 者 有 小 的 R 基 
NEN SEMNE um HOS yj piter eto di] Me. H PIOS 


\ L / 氨 酸 特殊 的 结构 (图 1.1), (E B A NA A PEL BT 
Nu-O-O 人 OO-O-coda 键 角 自 由 度 有 严格 限制 。 在 一 条 多 肽 链 的 每 一 

o 个 C, JAF $0 Nr f YB et ek E 
现 的 最 终 三 维 形状 施加 了 主要 影响 。 


N— 
! 1.2.3 氨基 酸 序列 测定 
() 
图 1.4 多 肽 链 的 氨基 酸 序列 可 以 通过 化 学 测序 
(a) KS ER (o 多 肘 链 由 一 条 通过 肘 键 依次 或 通过 物理 裂解 及 分 析 直 接 测定 。 肽 序列 也 
连接 的 氨基 酸 线性 链 组 成 ; CO KS ETT 可 以 通过 测定 其 对 应 的 结构 基因 的 核酸 序列 
部 分 双 键 的 特征 来 间接 测定 。 直 到 20 世纪 70 年 代 ， 直 接 的 


化 学 测序 一 直 是 唯一 的 方法 。 胰 岛 素 是 采用 这 种 方 
法 测定 序列 的 第 一 个 蛋白 质 (1953)， 这 花费 了 几 
年 时 间 和 几 百 克 蛋 白质 才 完 成 。 在 后 来 的 数 年 里 ， 
这 个 方法 得 到 了 改进 ， 并 实现 了 自动 化 ， 到 现在 包 
A 100 个 甚至 更 多 氨基 酸 的 多 肽 链 的 序列 测定 可 以 
在 几 天 内 自动 完成 ， 只 需要 微克 至 毫克 数量 级 的 蛋 
白质 样品 。 

实际 采用 的 化 学 测序 流程 称 为 Edman 降解 。 
简单 地 说 ， 它 需要 从 多 肽 链 的 N 端 开始 ， 连 续 
地 对 氨基 酸 残 基 进 行 标记 、 切 除 和 识别 (图 
1.6)。 多 肽 链 首 先 与 葵 异 硫 握 酸 酯 (phenyliso- 
thiocyanate, PITC) 在 高 pH 下 共同 加 热 ， 异 硫 
WA 5 d HK EEUU N 端 氨基 基 团 反应 生成 莱 氨 基 
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平面 (网 性) 肽 键 
u[o R, HH 
Ij | 
eet ne 
H R antlo R, 


N 一 Ce 键 , 可 以 自由 旋转 Cs 一 C 键 ,可 以 自由 旋转 
旋转 角 = 4 旋转 角 = Y 


BLS 
多 肽 链 主 链 片 段 图 示 说 明了 刚性 的 肽 键 和 
插入 的 N 一 C。 和 C, 一 C 主 链 连接 ， 
这 两 个 主 链 可 以 自由 旋转 


硫 代 甲 酰胺 入 生物 (phenylthiocarbamyl, PTC) 。 随 后 加 入 无 水 三 氟 乙 酸 切 掉 PTC 入 生 
物 ， 生 成 一 个 唆 唑 啉 酮 入 生物 (包含 PITC-N 端 氨 基 酸 衍生 物 ) 和 缺少 了 原来 的 N 端 氨 
基 酸 的 多 肽 链 。 然 后 再 对 嘛 唑 啉 酮 衍生 物 进行 溶剂 共 取 ， 经 过 介质 的 酸化 使 之 转化 为 
更 稳定 的 茜 乙 酰 硫 脲 (phenylthiohydantoin, PTH》 衍 生物 。 可 以 利用 层 析 技 术 将 PTH- 衍 
生物 与 标准 PTH- 氨 基 酸 进行 比较 ， 来 确定 其 中 的 氨基 酸 部 分 的 种 类 。 切 短 的 多 肽 链 进 
人 下 一 个 循环 以 确定 原来 多 肽 链 的 第 二 个 氨基 酸 。 进 行 更 多 轮 次 的 循环 可 以 测定 多 肽 


链 的 全 部 序列 。 
DI eee 
Qo-- * Ni quce Nee A 
PITC R, H H Ô R, 
|» n 
D T.rd 
Qo .—C—N—G—C—N—G— 
I I | 
s R, H H O R, 
PTC- 多 肽 
[eo 
RL o 
u^ 
ia t 1 
Qe + -ppi 
H 0 R, 
aet EH dom SAL 
| 另 一 个 循环 


图 1.6 多 肽 序列 分 析 的 Edman 方法 
进一步 细节 参见 正文 
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在 进行 Edman 降解 法 测序 之 前 ， 多 个 肤 链 的 蛋白 质 的 每 条 多 肽 链 必 须 分 离 ， 然 后 对 每 
一 个 多 肽 链 单独 测序 。 另 外 ， 所 有 二 硫 键 连接 必须 打开 ， 一 般 通过 将 蛋白 质 与 合适 的 还 原 试 
剂 共同 温浴 来 打开 二 硫 键 。 

理论 上 ，Edman 降解 法 可 以 进行 任意 大 小 的 蛋白 质 的 序列 分 析 。 但 实际 上 在 每 一 个 测 
序 循环 的 重复 过 程 中 ， 都 会 保留 少量 的 未 反应 的 N 端 氨基 酸 残 基 。 这 种 误差 会 明显 地 累积 ， 
背景 “噪声 ”不 断 增 大 ， 一 直 会 到 这 样 一 个 程度 ， 即 处 理 的 氨基 酸 不 再 能 够 有 绝对 把 握 地 指 
认 。 正 因为 上 面 提 到 的 原因 ， 很 少 有 系统 能 够 完全 测定 含有 100 个 或 更 多 氨基 酸 残 基 的 多 肽 
链 的 序列 。 更 大 一 些 的 多 肽 链 必须 降解 为 更 小 的 肽 片段 ， 然 后 将 这 些 片段 分 离 后 独立 测序 。 
通过 化 学 或 酶 技术 手段 可 以 实现 破碎 片段 ， 可 以 用 来 水 解 特定 的 主 链 肽 键 的 化 学 试剂 和 蛋白 
水 解 酶 有 很 多 CR 1. 4) 。 然 后 采用 一 维 或 二 维 电泳 分 离 肽 片段 ， 或 采用 更 常用 的 高 效 液 相 
色谱 Chigh pressure liquid chromatography, HPLC) 来 分 离 。 


表 1.4 使 多 肽 链 裂 解 的 各 种 不 同 的 化 学 和 酶 试剂 


Ala-Yaa CE OB 
Arg-Yaa 胰 和 蛋白酶 .内 蛋白 酶 Arg-C、 梭 菌 蛋 白 酶 (clostripain) 
Asn-Gly Fik 
Asp- Yaa V-8 蛋白 酶 
Asp-Pro 弱酸 
Xaa-Asp Asp-N 蛋白 酶 
Xaa-Cys MAE 
Glu-Yaa V-8 蛋白 酶 
Gly-Yaa 弹性 蛋白 酶 
Leu-Yaa Wan 
Xaa-Leu he Re E E 
Lys-Yaa 胰 蛋 白 酶 .内 蛋白 酶 Lys -C BE EE 
Met-Yaa CNBr 
Phe-Yaa cot Sie TEL Be deh 
Xaa-Phe i A ORG TE 
Pro-Xaa MANCA RCM 
Trp-Yaa AGIR CAE E N, N-R ie PE I 
Tyr Yan | BEESLECIM SEP EC 
db. Xan 和 Yaa 几乎 可 以 是 所 有 残 基 〈 在 很 多 情况 下 不 能 是 脑 氨 酸 )。 残 基 Xaa 4 HE CON AE 
Yaa V] RE 6j XE NE. 


GO RUM CREDERE E BOUE E RM. eT AA KS E 
NY Freeman 允许 ， 从 Creighton T (1993), Proteins; Structures and Molecular Properties, 2nd edn. 复制 。 


CT EAH BETE DL Ae FARLO e Rc Geb (0 GE SUE. ORI D PHI A a RU 
新 样品 进行 独立 地 降解 是 非常 必要 的 。 对 产生 的 新 的 肽 片段 组 进行 分 离 、 测 序 。 旧 片段 组 和 
新 片段 组 之 间 重 得 序列 的 识别 有 助 于 全 序列 资料 的 测定 。 

测序 也 可 以 用 来 测定 一 级 序列 数据 中 的 二 硫 键 连接 的 定位 。 在 这 种 情况 下 ， 蛋 白质 
的 新 样品 不 用 事先 还 原 〈 即 打开 ) 任何 一 个 二 硫 键 而 直接 降解 。 二 硫 键 的 存在 会 导致 
产生 一 个 肽 混合 物 ， 这 个 混合 物 中 包含 着 一 个 大 的 有 承 “ 片 段 "， 这 个 肽 “片段 ”实际 上 
是 两 个 通过 二 硫 键 连接 片段 组 成 。 分 离 出 这 个 大 的 肽 “片段 ”之 后 ,将 其 还 原 ， 它 就 
会 释放 出 两 个 片段 ， 对 释放 的 两 个 片段 独立 测序 。 这 可 以 查 明 介入 二 硫 键 连接 的 半 觅 


氨 酸 分 子 。 
质谱 提供 了 另 一 种 测定 多 肤 链 一 级 序列 的 手段 。 质 谱 的 应 用 在 第 3 章 的 结尾 讨论 。 


Six 蛋白 质 结构 | 9 


另外 一 个 进行 蛋白 质 氨基 酸 序 列 测定 的 手段 是 对 其 结构 基因 /cDNA 进行 测序 。 可 以 从 
获得 的 核酸 序列 推导 出 氨基 酸 序列 。DNA 测序 的 方法 学 和 仪器 的 进展 使 序列 分 析 变 得 快速 
而 且 价格 低廉 。 近 些 年 来 ， 越 来 越 受 重视 。 写 作 时 正在 进行 的 基因 组 计划 将 不 断 产生 大 量 序 
列 资料 。 到 2000 年 底 ， 大 约 273 个 物种 的 主要 或 全 部 序列 资料 都 可 以 得 到 〈 表 1.5)。 结 
果 ， 大 量 的 假想 蛋白 质 的 序列 得 到 了 测定 ， 尽 管 其 中 绝 大 多 数 的 结构 和 功能 还 不 知道 。 

产生 了 序列 信息 之 后 ， 序 列 信息 一 般 提交 给 各 种 数据 库 。 可 以 看 到 蛋白 质 初级 序列 信息 
的 主要 数据 库 在 表 1. 6 中 列 出 。 主 要 的 核酸 序列 数据 库 也 包括 在 表 1. 6 中 ， 因 为 氨基 酸 序列 
可 能 从 这 些 数据 库 推导 出 来 。 


RS 已 经 测定 或 即将 完全 /几乎 完全 测定 基因 组 序列 的 代表 物种 


AOE 梅毒 密 螺旋 体 

闪烁 古 生 球 菌 WoW 2.18 ELAM Am 40 

热 球菌 属 mW 1.80 TA ih SEN 真菌 31.0 
热 球 苦 属 古 细菌 2.10 白色 假 丝 酵 母 真菌 15.0 
Li LUE] 古 细菌 2.99 链 胞 菌 真菌 47.0 
哮 酸 热 原 体 LLLI 1.56 LLLI x 1.0 
产 液 菌 属 ( 极 嗜 热 ) LL 1.50 FER 原生 动物 未 列 出 
枯草 杆菌 真 细菌 4.20 ABIL F 原生 动物 10.4 

炭 痊 热 杆菌 gi 4.50 KOA TB 原生 动物 33.6 

GLL E LL) cmi 3.88 拟 南 芥菜 植物 70.0 
Met 真 细菌 3.30 KR 植物 5.0 

沙眼 衣原体 真 细菌 1.23 棉花 植物 未 列 出 
BEG A 真 细 苗 4.40 小 麦 植物 未 列 出 
白喉 棒状 杆菌 真 细菌 3.10 玉米 植物 未 列 出 
KERE M Jg 5.23 ES fh 鱼 未 列 出 
嗜 酸 乳酸 菌 真 细菌 1.90 原 鸡 % 未 列 出 
单 核 细胞 增生 利 斯 特 菌 m 2.94 * 哺乳 动物 未 列 出 
麻风 分 枝 杆菌 真 细菌 2.80 " 哺乳 动物 未 列 出 
结核 分 棱 杆 苗 Jom 4.40 WEM 哺乳 动物 未 列 出 
Mi BUR Te ER ME 真 细菌 2.18 绵羊 哺乳 动物 未 列 出 
铜绿 假 单 胞 苗 真 细菌 6.3 " 哺乳 动物 未 列 出 
肠 沙 门 菌 真 细菌 NL m 灵 长 类 动物 未 列 出 
WE, I ER 人 灵 长 类 动物 未 列 出 
肺炎 链球 菌 


i: 数据 主要 来 A http: //wit. integratedgenomics. com/GOLD/eucaryoticgenomes. html 和 http: // 
www. tigr. org/tdb/mdb/mdcomplete. html。 这 些 站 点 的 信息 可 以 更 新 。 


表 1.6 主要 的 一 级 序列 〈 蛋 白质 和 核酸 ) 数据 库 以 及 访问 它们 的 网 址 


蛋白 质 


PIR http; / /www-nbrf. georgetown. edu/ 
Swiss-Prot http: //www-ebi. ac uk/swissprot/ 
MIPS http: //www-mips. biochem. mpg. de/ 
NRL-3D hutp://www-nbrf. georetown. edu/pirwww/dbinfo/nrl3d. html 
Tr EMBL http; //www-ebi. ac. uk/index. html 
Owl http: //www-bis. med. jhmi. edu/Dan/proteins/owl. html 
核酸 
EMBL http: //www-ebi. ac. uk/embl/index. html/ 
GenBank http; //www-nebi. nim. nih. gov 


DDBJ http://www-ddbj. nig. ac. jp/ 
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General information about the entry 


Entry name INS_HUMAN - 
Primary accession number PO1308 
Secondary accession number(s) None 


Entered in SWISS-PROT in 


Release 01. July 1986 


Sequence was last modified in 


Release 01, July 1986 


Annotations were last modified in 


Release 39, May 2000 


[ Name and origin of the protein 


[ Sequence information 


Protein name INSULIN( Precursor} 
Synonym(s) None 
Gene name(s) INS x i 
From | Homo sapiens (Human) [TaxID; 9606] 
Taxonomy Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata: Vertebrata; Euteleostomi; 
Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo. 
Features 
SIGNAL 1 24 
CHAIN INSULTN B CHAIN 
PROPEP C PEPTIDE. 
CHAIN INSULIN A CHAIN 
DISULEID INTERCHATN. 
DISULFID a3 108 INTERCHATN. 
DISULEID 95 
VARIANT 34 一 H—+DCIN PROVIDENCE, FAMILIAL 
HYPERPRO INSULINEMIA) 
/FTID = VAR 003971 
VARIANT 48 F —>S( IN LOS-ANGELES; TYPE-11 DIABETES 
MELLITUS) 
/ETID = VAR 003972. 
VARIANT 49 49 F —LCIN CHICAGO) 
/FTID = VAR 003973. 
VARIANT 89 o 89 R—~H( IN FAMILTAL HYPERPRO INSULINEMIA; Tiani 
IMPAIRS POSTTRANSLATIONAL CLEAVAGE) RT 
/FTID = VAR 003974. 
VARIANT 89 89 R—+LCIN KYOTO; FAMILTAL 
~ HYPERPRO INSULINEMIA) 
FTID- VAR 003975 
VARIANT 92 92 下 一 -CON WAKAYAMA) 
- /ETID = VAR 003976 
TURN 32 
HELIX 33 
STRAND an 
HELIX » 
‘TURN 96 
HELIX 102 
‘STRAND 109 


Length; 110 AA[This is 
the length of the 
unprocessed precursor] 


11981 Da 
[This is the Mw of the 
unprocessed precursor] 


is a checksum on the sequence] 


CR C64, C2C3B23R85ES20FS[ This 


10 20 30 40 50 60 
| | | 1 | ] 
MALWHRLLEL LALLALNGPD PAAAEVNQHL = CGSHLVEALY  LVOGERGFFY TPKTRREAED 
70 80 30 100 110 
l | 1 ! 1 | P01308 in 
LQVGQVELGG GPGAGSLQPL ALEGSLOKRG IVEQCCTSIC LEN FASTA format 
图 1.7 SwissProt 数据 库 中 呈现 的 人 胰岛 素 样品 条 目 


进一步 细节 参见 正文 。 这 个 Swiss-Prot 条 目 是 有 版 权 的 。 它 是 由 瑞士 生物 信息 学 研究 所 和 EMBL 
分 部 欧洲 生物 信息 学 研究 所 协作 完成 。 只 要 它 的 内 容 不 修改 和 声明 不 撤去 ， 它 


对 于 非 赢 利 机 构 的 使 用 没有 任何 限制 
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Swiss-Prot 数据 库 可 能 是 应 用 最 广泛 的 蛋白 质数 据 库 。 它 由 欧洲 生物 信息 学 研究 所 
(EBD 和 瑞士 生物 信息 学 研究 所 合作 维持 。 通 过 国际 互联 网 〈 表 1. 6) 就 可 以 访问 和 搜索 。 
图 1.7 提供 了 人 胰岛 素 的 一 个 简化 条 目 。 详 述 这 些 数据 库 的 另外 信息 可 以 通过 表 1. 6 提供 的 
互联 网 地 址 和 本 章 结尾 列 出 的 生物 信息 学 出 版 物 得 到 。 

一 个 多 肽 的 氨基 酸 序列 可 以 通过 直接 的 化 学 手段 (Edman) 或 物理 方法 〈 质 谱 ) 得 到 ， 
也 可 以 间接 通过 基因 测序 来 得 到 。 在 实践 中 ， 这 些 方法 互 为 补充 ， 可 以 被 用 于 交叉 检查 序列 
的 准确 度 。 如 果 目 标 基因 或 mRNA 已 经 首先 分 离 ， 那 么 DNA 测序 就 是 最 方便 的 。 但 是 这 
种 方法 不 能 反映 有 关 出 现在 成 熟 多 肽 中 的 翻译 后 修饰 的 任何 信息 。 相 反 ， 直 接 的 测序 方法 可 
以 反映 出 这 种 翻译 后 修饰 。 如 果 目 标 多 肽 的 基因 或 mRNA 没有 分 离 出 来 ， 直 接 对 多 肽 测序 
是 唯一 可 行 的 选择 。 即 使 只 得 到 部 分 序列 信息 都 可 以 帮助 设计 赛 核 苷 酸 探 针 ， 以 此 用 来 分 离 
或 克隆 多 肽 的 基因 。 


124 多 肽 合成 


对 多 肽 的 特征 进行 全 方位 鉴定 常常 需要 适量 甚至 大 量 〈 毫 克 或 克 ) 纯净 的 目标 多 肽 。 如 
果 多 肽 有 商业 用 途 的 话 ， 甚 至 需要 更 大 的 量 。 在 某 些 情况 下 ， 一 些 多肽 可 以 从 自然 界 的 来 源 
物 中 直接 大 量 提取 以 获得 足够 的 量 。 然 而 ， 在 多 肽 链 的 氨基 酸 序列 (和 它 所 有 的 翻译 后 修 
Af) 阐明 后 ， 多 肽 链 也 可 以 通过 直接 化 学 合成 来 制造 。 合 成 可 以 通过 化 学 手段 或 通过 生物 路 
线 (重组 RNA 技术 ) FER 2 章 将 讨论 这 两 种 方法 。 


13 高 级 结构 


到 目前 为 止 ,讨论 主要 集中 在 蛋白 质 分 子 的 一 级 结构 (氨基 酸 序列 ) 上 。 和 蛋白 质 的 高 级 
结构 可 以 在 不 同 的 层次 描述 ， 即 二 级 结构 、 三 级 结构 和 四 级 结构 。 

O 二 级 结构 可 以 被 描述 为 一 条 多 肽 链 的 主 链 的 局 部 的 空间 构象 ， 排 除了 组 成 肽 链 的 氨 
基 酸 的 侧 链 。 主 要 的 二 级 结构 单元 是 a 螺旋 和 8 折 肥 ,详情 见 下 面 的 描述 。 

Q 三 级 结构 指 的 是 组 成 多 肽 链 的 所 有 原子 的 三 维 排列 。 

@ 四 级 结构 指 的 是 一 个 由 两 条 或 多 条 多 肽 链 组 成 的 蛋白 质 内 部 的 肽 链 亚 基 之 间 的 总 体 


空间 排列 。 
13.1 二 级 结构 


通过 研究 大 多 数 蛋 白质 的 主 链 ， 常 常 可 以 明显 看 到 一 些 规则 的 、 重 复 形状 的 氨基 酸 片 
段 。 最 常见 的 二 级 结构 单元 称 为 a RRA BHR. 纤维 蛋白 一 般 只 有 一 种 类 型 的 二 级 结 
构 ， 从 多 肽 链 的 一 端 延 伸 到 肽 链 的 另 一 端 。 例 如 ， 一 种 纤维 蛋白 o 角 蛋 白 的 全 部 主 链 都 采取 
T 螺旋 状态 ， 而 另外 一 种 纤维 蛋白 ， 等 丝 蛋白 则 呈现 R 构 象 。 相 反 ， 球 蛋白 的 主 链 构 象 则 
一 般 包含 多 个 规则 的 二 级 结构 片段 (a 螺旋 或 B 折 登 )， 以 及 一 些 分 割 二 级 结构 的 、 没 有 规 
则 的 及 重复 构象 的 片段 。a 螺旋 和 及 折 登 是 最 常见 的 形状 ， 因 为 它们 可 以 最 大 限度 地 形成 稳 
定 分 子 的 分 子 内 氢 键 ， 而 且 能 够 最 大 限度 减少 邻近 的 侧 链 基 团 的 空间 排斥 ， 这 与 肽 键 的 刚性 
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平面 特性 是 一 致 的 。 

a 螺旋 是 右手 螺旋 ， 每 一 个 整 圈 包 含 
3.6 个 氨基 酸 残 基 〈 见 图 1. 8)。 这 大 致 相 
当 于 一 个 沿 着 螺旋 的 长 轴 0. 56nm 的 长 度 。 
形成 螺旋 的 氨基 酸 残 基 的 侧 链 都 从 螺旋 的 
主 链 向 外 伸 出 。 最 有 益 于 形成 a 螺旋 的 氨 
基 酸 有 丙 氨 酸 、 亮 氨 酸 、 甲 硫 氨 酸 和 谷 氨 
酰胺 。 膊 氨 酸 以 及 出 现 多 个 靠 得 很 近 的 、 
体积 大 的 侧 链 基 团 的 或 者 带 相同 电荷 的 残 
基 会 阻碍 a 螺旋 的 形成 。a 螺旋 是 通过 氢 


[7] 键 来 稳定 的 ， 每 一 个 主 链 的 C 一 O 基 团 与 
图 1.8 一 个 a 螺旋 片段 的 球 棍 模 型 (a) 和 位 于 螺旋 中 在 该 残 基 前 面 的 第 四 个 残 基 的 
BRA (b) N—H EAE T SUBE. ERRE Nik 


经 过 Chichester 市 的 出 版 者 John Wiley & Sons ERY a 螺旋 片段 在 长 度 分 布 上 有 很 大 的 不 
的 友好 的 允许 ， 从 “Current Protocols in 同 ， 变 化 范围 从 一 圈 螺 旋 到 超过 10 圈 连 续 
Protein Science” —# £2 @ 螺旋 。 螺 旋 的 平均 长 度 是 三 圈 。 

在 球 蛋白 中 ，wa 螺旋 最 普遍 的 出 现 位 置 是 蛋白 质 分 子 的 表面 ， 同 时 螺旋 的 一 个 侧面 对 着 
朴 水 内 核 ， 螺 旋 的 另外 一 面 对 着 周围 的 水 介质 。 这 类 螺旋 的 氨基 酸 序列 具有 这 样 一 种 特征 ， 
即 朴 水 氨基 酸 残 基 位 于 螺旋 的 一 个 侧面 ， 同 时 疏水 残 基 披 此 排 成 一 行 。 对 于 那些 横 跨 生物 膜 
的 多 肽 来 讲 ， 其 跨 膜 部 分 一 般 是 一 个 “或 多 个 ) 螺旋 片段 。 在 这 样 的 情况 下 ， 在 螺旋 中 发 
现 的 几乎 所 有 残 基 都 有 朴 水 侧 链 。 

B 折 合股 描绘 了 蛋白 质 中 另外 一 种 主要 的 重复 结构 单元 。B 折 秋 股 的 长 度 一 般 是 5 到 10 
个 氨基 酸 ， 残 基 采 取 了 一 种 几乎 完全 伸展 的 之 字 型 转弯 构象 。 单 条 的 B 折 得 股 很 少见 到 或 几 
乎 不 会 见 到 。 相 反 两 条 或 更 多 条 PARRA. EMT BRN. BRT 
常见 的 由 最 多 的 氧 键 稳定 的 结构 单元 (图 1. 9)。 参 与 形成 一 个 B iR I E o RE RT fil 
是 在 同一 个 多 肽 链 内 ， 也 可 能 出 现在 两 个 邻近 的 多 肽 链 上 。B 折 司 片 可 以 描述 为 平行 、 反 平 
行 以 及 混合 型 。 当 形成 B 折 重 片 的 所 有 折 重 股 是 以 相同 的 方向 〈 即 从 氨基 端 到 羧基 端 ， 图 
1.9) 连接 ， 则 形成 的 是 平行 折 公 片 。 当 连续 的 折 又 股 具 有 不 同 的 方向 ( 即 从 N 端 到 C 端的 
股 连接 从 C 端 到 N 端的 股 等 ) 时 就 形成 了 一 个 反 平 行 折 重 片 。 一 个 包含 平行 和 反 平 行 的 股 
i pg yim ooa pror. 

在 二 级 结构 方面 ， 很 多 蛋白 质 由 多 个 螺旋 和 有 B 折 短片 段 组 成 ， 这 些 二 级 结构 被 各 式 各 
样 的 环 区 所 分 割 。 这 些 环 区 的 长 度 和 形状 多 种 多 样 ， 这 样 使 整个 多 肽 链 能 够 折 双 成 一 个 致密 
的 三 维 结构 。 一 般 而 言 ， 环 区 都 位 于 多 肽 链 的 表面 。 它 们 富 含 极 性 /带电 荷 的 氨基 酸 残 基 ， 
连同 它们 的 那些 与 肽 键 和 与 表面 的 水 分 子 形成 氢 键 所 关联 的 N—H 和 C—O 基 团 。 环 区 经 
常 具 有 较 大 的 柔性 ， 更 长 的 环 区 容易 被 蛋白 水 解 酶 切割 。 环 区 除了 在 连接 规则 的 二 级 结构 单 
元 这 方面 具有 明显 的 作用 外 ， 它 们 经 常 参与 或 直接 贡献 于 蛋白 质 的 生物 学 功能 。 例 如 ， 抗 体 
的 抗原 结合 区 域 主要 由 6 个 环 区 构成 。 这 些 环 区 也 经 常 组 成 酶 的 活性 中 心 。 

有 一 种 命名 为 B 回转 (turn) BR BAA (bend) 的 环 区 的 结构 是 不 同 寻常 的 ， 它 是 很 多 
蛋白 质 的 特征 性 质 。B 弯曲 导致 主 链 的 方向 沿 着 4 个 氨基 酸 残 基 的 路 线 有 一 个 180 的 改变 ， 
在 两 个 反 平行 的 B 折 春 股 之 间 最 容易 找到 这 种 结构 (图 1. 10)。 甘 氨 酸 和 且 氨 酸 残 基 经 常 出 
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BFT BR ©) *tprean 
图 1.9 Q^ 
(a) 显示 了 通过 氧 键 形 成 B 折 悟 片 的 B 折 合股 〈 反 平行 ) 的 两 个 片段 。B 折 和 合股 划 成 粗 箭头 
来 表示 。 为 方便 起 见 ， 稍 头 的 方向 指 的 是 多 肽 C 端的 方向 。(b) 以 平行 和 反 平 行 模式 形成 的 
BOR BR RRA 


MERAH. aedi FINSEN, MAKREL, BEAR h FIE DG 
结构 所 具有 的 特点 ， 能 够 自然 地 在 多 肽 链 主 链 中 引入 扭 结 或 弯曲 。 稳 定 环 区 的 部 分 因素 是 第 
1 个 残 基 的 C—O 基 团 和 第 4 个 残 基 的 N—H 基 团 形成 了 氢 键 〈 图 1. 10)。 


MEMRI 1 的 o RF 
se 


J 


ms dg] 


B 1.10 
(a) BREADR EAH BACAEOE RUE SLRORUS BERRA SH. C) 这 个 结构 的 稳定 部 分 是 因为 在 
C—O 键 和 位 于 回 折 颈 部 肽 键 的 NH 基 团 之 间 形 成 了 氢 键 


1.3.2 三 级 结构 


正如 前 面 提 到 的 那样 ， 一 个 蛋白 质 的 三 级 结构 指 的 是 与 多 肽 链 的 所 有 组 成 原子 对 于 其 他 
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wera 原子 的 空间 相对 定位 有 关联 的 精确 的 三 维 结构 。 较 

| 小 的 蛋白 质 (大约 200 个 或 更 少 氨基 酸 残 基 ) 的 

三 级 结构 经 常 形成 一 个 单独 的 不 连续 的 结构 单 

元 。 然 而 ， 当 考察 很 多 更 大 的 蛋白 质 的 三 维 结构 

时 ， 在 多 肽 内 出 现 两 个 或 更 多 个 结构 亚 单元 就 会 

变 得 显而易见 。 这 些 结构 亚 单元 被 命名 为 结构 

钙 结合 结构 域 域 。 结 构 域 就 是 一 条 多 肽 链 中 常常 紧密 折 和 三 的 部 

图 1.11 多 肽 肌 钙 蛋白 C 的 示意 图 分 ， 结 构 域 之 间 由 具有 采 韧 性 和 扩展 的 区 域 诺 接 

其 功能 是 肌肉 中 的 儿 结合 蛋白 。 它 由 两 个 紧 (图 1. 11)。 同 时 因为 在 结构 上 是 截然 分 明 的 ， 

密 堆积 的 结构 域 组 成 每 个 结构 域 都 可 以 结 因而 结构 域 也 常常 是 独立 的 功能 单元 。 例 如 ， 肌 

合 钙 )， 这 两 个 结构 域 让 一 个 扩展 的 a 强攻 片 HAE C 的 两 个 结构 域 都 对 结合 钙 离 子 有 贡献 

Ran (图 1.11)， 细 胞 表面 受 体 常常 包括 一 个 或 多 个 

胞 外 结构 域 〈 其 中 部 分 或 全 部 参与 了 配 体 结合 ) ， 一 个 跨 膜 结构 域 (在 本 性 上 是 政 水 

的 ， 主 要 作用 是 把 蛋白 质 稳定 在 膜 上 ) 和 一 个 或 多 个 起 着 效应 器 功能 的 细胞 内 结构 域 
(如 产生 二 级 信号 ) 。 

如 果 深 入 研究 的 话 ， 就 会 发 现 结构 域 本 身 也 常常 由 称 为 结构 模 体 的 “积木 块 ”组 成 。 
结构 模 体 (有 时 候 也 被 称 为 超 二 级 结构 ) 由 一 些 二 级 结构 片段 ( 即 a WAER BAT A A 
BD 通过 环 区 连接 而 成 ， 所 有 的 片段 都 排列 在 一 个 特定 的 三 维 构象 中 。 任 何 一 个 给 定 的 
结构 模 体 都 常常 会 在 各 种 不 同 的 蛋白 质 中 找到 ， 这 些 滞 白质 的 生物 功能 可 能 是 相关 的 ， 
也 可 能 是 不 相关 的 。 比 较 普遍 出 现 的 结构 模 体 包括 螺旋 束 、R 发 夹 、 希 腊 钥匙 模 体 、 果 冻 
fA, BOA BH (图 1.12)。 

螺旋 东 这 个 术语 指 的 是 包含 几 个 由 短 的 弯曲 或 回环 分 割 的 a 螺旋 片段 组 成 的 结构 模 
体 。a 螺旋 单元 相互 之 间 常 常 ( 尽 管 不 是 总 是 ) 几乎 全 部 都 是 平行 或 反 平行 的 。 螺 旋 束 
的 轴 有 时 候 是 扭曲 的 ， 因 而 使 整个 螺旋 束 看 起 来 都 是 扭曲 的 。 组 成 螺旋 束 的 螺旋 片段 
数量 可 以 不 同 。 例 如 ， 很 多 造血 细胞 因子 都 是 四 螺旋 束 ， 而 细胞 色素 c 氧化 酶 则 是 22 
螺旋 束 。 

BRIA 〈 又 称 为 B 带 或 B-B 单 元 ) 是 一 个 简单 的 结构 模 体 ， 它 仅 由 两 个 通过 回环 连 
接 的 B 二 级 结构 片段 组 成 。 合 成 的 B 折 登 片 的 轴 常 常 是 扭曲 的 (图 1. 12)。 很 多 不 同 的 多 肽 
类 型 中 都 会 找到 发 夹 模 体 。 和 希腊 钥匙 模 体 在 很 多 蛋白 质 中 也 经 常 出 现 ， 这 个 特征 结构 由 四 个 
紧邻 的 反 平 行 折 琶 股 折 重 而 成 〈 图 1. 12) 。 果 冻 卷 模 体 实际 上 是 由 两 个 紧密 相关 的 希腊 钥匙 
模 体 组 成 (图 1. 12) 。 在 这 个 例子 中 ， 折 笃 股 1、2、7 和 8 组 成 了 第 一 个 希腊 钥匙 模 体 ， 而 
HARS, 4. 5 和 6 组 成 了 另外 一 个 希腊 钥匙 模 体 。 大 体 来 说 ， 它 形成 了 一 个 几乎 完全 封闭 
的 桶 形状 。 

正 像 它 的 名 字 暗 示 的 那样 ，B 三 明治 结构 模 体 由 两 个 披 此 面对面 堆积 的 B 折 登 片 组 成 。 
在 某 些 蛋白 质 中 也 发 现 了 这 种 三 明治 结构 的 变种 。 例 如 ，opa 三 明治 由 一 个 紧 紧 堆积 在 两 个 
螺旋 片段 中 的 B 折 各 片 组 成 。 这 种 模 体 类 型 经 常 与 核 昔 酸 结合 蛋白 有 关 。 

8B 桶 也 是 另外 一 种 经 常 在 很 多 蛋白 质 中 发 现 的 模 体 类 型 。 它 是 一 些 被 环 区 分 割 开 的 8 Yr 
苹 股 片段 的 装配 ， 折 病 股 形成 一 个 桶 样 的 结构 。 根 据 蛋 白质 性 质 的 不 同 ,“ 桶 ”可 以 由 从 5 
个 到 16 个 之 间 的 任意 个 B 折 和 春 股 组 成 。 这 个 结构 的 一 个 变种 是 /8 桶 ， 正 像 名 字 暗 示 的 屠 
样 ， 它 是 一 个 由 交互 的 a 螺旋 和 8B 折 鸡 片段 组 成 的 桶 样 模 体 。 
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图 1.12 某 些 在 球状 多 肽 中 经 常 出 现 的 结构 模 体 
(a) WM. (b) RAAH: (©) 具有 希腊 钥 是 拓扑 结构 的 B 折 悟 片 ; (O 果冻 卷 结构 模 
体 ; (e) B 三 明治 结构 : CO B 桶 结构 ;(g) a/B 桶 结构 。 更 进一步 的 细节 参见 正文 。 经 过 Chi- 
chester 市 的 出 版 者 John Wiley & Sons 出 版 公司 的 友好 允许 ， 从 “Current Protocols in Protein 
Science” -P LAA 
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多 肽 常常 根据 其 生物 活性 /功能 来 描述 其 特征 〈 如 酶 、 抗 体 等 )。 以 多 肽 结构 域 结构 
为 基础 可 以 做 出 另外 一 种 分 类 方法 。 在 这 种 基础 上 ， 多肽 结构 域 一 般 是 下 面 三 种 类 型 
中 的 一 种 : a 结构 域 、a/B 结 构 域 和 8 结构 域 。 在 a 结构 域 的 情况 下 ， 这 种 结构 域 的 核 
心 结构 专 一 地 由 a 螺旋 片段 组 成 。 形 成 这 种 结构 域 最 常见 的 单个 的 模 体 是 四 螺旋 束 结 
构 。a/B 结 构 域 结构 由 B-a-B 模 体 的 组 合 构成 ， 这 个 模 体 形成 了 由 a 螺旋 片段 包围 的 平 
fi 8 折 伏 片 。 这 是 在 蛋白 质 中 发 现 的 最 普遍 的 结构 域 类 型 。8 结构 域 结构 呈现 一 个 由 反 
平行 B 折 共 片 构成 的 核 。 这 个 结构 域 常常 出 现 两 个 折合 片 ， 彼 此 堆积 在 一 起 ， 形 成 一 个 
扭曲 的 桶 样 结构 。 


1.3.3 高 级 结构 测定 


有 三 种 可 能 显示 蛋白 质 三 维 结构 的 方法 : X 射线 衍射 、 核 磁 共 振 NMR) 和 电子 
显微镜 方法 。 后 者 只 能 显示 低 分 辩 率 的 结构 信息 ， 只 能 提供 很 少 或 几乎 提供 不 了 原子 
的 细节 。 它 主要 用 于 获得 很 大 的 蛋白 质 分 子 〈 多 个 多 肽 链 ) 的 粗略 的 三 维 形 状 ， 或 者 
病毒 衣 壳 的 蛋白 质 聚 集 状态 。X 射线 衍射 和 NMR 是 最 常用 的 获得 高 分 辩 率 蛋白 质 结构 
的 技术 。 尽 管 近年 来 在 可 以 采用 的 分 析 设 备 和 相关 的 计算 能 力 两 方面 的 进展 都 使 得 这 
些 技术 更 适宜 于 分 析 多 肽 /蛋白 质 的 结构 ， 但 是 这 些 方法 的 成 功 应 用 迄今 只 探 明 了 很 少 
数量 的 蛋白 质 的 完全 三 维 结构 。 下 面 给 出 了 这 些 方法 的 主要 概述 ， 在 本 章 的 最 后 列 了 
- 些 合适 的 更 深 的 读物 。 
nme 任何 结构 ， 只 有 当 电磁 辐射 的 波长 
与 该 结构 的 线 度 可 以 比较 时 ， 这 个 结构 
才 可 以 被 显示 出 来 。 对 于 蛋白 质 的 情况 ， 
合适 的 大 小 是 埃 d0 m) 数量 级 。X 
射线 的 波长 接近 这 个 数量 级 ， 因 此 可 以 
采用 X 射线 衍射 技术 。X 射线 衍射 需要 
用 一 东 XX 射 线 友 击 晶体 形态 的 蛋白 质 样 


ee TAPER fh (图 1.13)。 大 多 数 X 射线 直接 通过 
图 1.13 X 射线 衍射 原理 的 概述 了 具体 ， 但 也 有 一 部 分 射线 被 晶体 衍射 。 
细节 参见 正文 衍射 得 到 的 衍射 花样 可 以 记录 在 探测 仪 


上 ， 街 射 花 样 反映 了 处 于 品 体 中 的 蛋白 质 分 子 的 三 维 结构 

和 蛋白质 X 射线 衍射 第 一 步 必须 做 的 事情 是 制备 蛋白 质 的 晶体 。 虽 然 很 多 小 分 子 量 的 物 
质 比 较 容易 结晶 ， 但 对 于 大 多 数 球 蛋白 来 讲 情况 却 并 不 是 这 样 。 这 些 球 蛋白 分 子 特别 巨大 
而 且 表面 很 不 规则 。 即 使 让 蛋白 质 结晶 ， 蛋 白质 晶体 里 也 会 含有 很 多 介 于 单个 分 子 之 间 、 充 
满 溶剂 的 通道 或 孔洞 。 溶 剂 (一 般 是 水 ) 大 致 占据 了 晶体 体积 的 30% 一 80%。 蛋 白质 分 子 
之 间作 用 的 界面 只 是 蛋白 质 表面 的 很 小 一 部 分 比例 ， 这 样 导 致 一 个 结果 ， 就 是 蛋白 质 晶体 是 
松软 的 ， 而 且 容 易 被 毁坏 。 

为 了 得 到 蛋白 质 晶体 ， 可 以 采取 很 多 措施 。 一 般 来 说 ， 为 了 成 功 制备 蛋白 质 晶体 ， 蛋 白 
质 必须 非常 纯 。 当 蛋白 质 从 过 饱和 的 溶液 中 非常 缓慢 地 沉淀 时 就 可 能 形成 蛋白 质 的 晶体 ， 这 
可 以 通过 气相 扩散 或 透析 来 实现 。 气 相 扩 散 是 最 常用 的 方法 ， 它 可 以 使 蛋白 质 分 子 在 包含 适 
当 沉淀 剂 如 聚 乙 二 醇 (Polyethylene glycol, PEG; 见 图 1. 14) 的 溶液 慢 慢 浓 缩 。 其 他 因素 
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如 溶液 pH、 溶液 的 缓冲 系统 、 金 属 离子 、 低 HORNINA 
分 子 量 有 机 分 子 等 也 对 结晶 有 很 大 影响 。 理 想 
的 结晶 条 件 要 由 直接 的 实验 来 决定 。 适 合用 于 
X 射线 衍射 的 晶体 ， 其 线 度 至 少 要 达到 50km， 
对 于 某 些 老式 的 X 射线 衍射 仪器 来 说 需要 更 
大 的 晶体 (500km)。 这 样 的 晶体 中 包含 了 多 
达 10" 个 蛋白 质 分 子 。 

一 个 金属 板 被 高 速 电子 又 击 时 就 会 产生 X 
射线 。 这 常常 在 高 压 管 中 来 实现 ， 但 更 强 的 X 
射线 光束 可 以 在 同步 加 速 器 储藏 环 中 产生 ， 其 
中 使 用 的 电子 以 接近 光速 的 速度 运行 。X 射线 wii? «OU YRENHH 
ERO FEW Sk EE EL PEE CUM. REA 要 白质 晶体 的 生长 
TEAR ORAL 1.13). MBER RE ko go WAGES TUN ORL MR 
一 个 信号 板 上 ， 然 后 对 衔 射 斑点 进行 扫描 ， 把 ub uo HRP EMA RARER RE, RB 
衍射 花样 储存 在 计算 机 中 。 然 后 利用 全 里 时 变 后 将 政 璃 片 翻 转 过 来 ， 密 封 (如 真空 油脂 ) 在 一 个 
换 的 数学 公式 可 以 分 析 衍 射 花 样 中 的 信息 。 这 全 有 沉 演 剂 池 液 的 小 槽 顶部。 将 这 大 ,设备 放 在 2270 
可 以 得 到 一 些 与 蛋白 质 分 子 中 的 原子 相对 定位 的 浊 度 环境 中 培养 ， 这 样 会 使 包含 蛋 白质 的 液 滴 中 
有 关系 的 信息 。 出 于 很 多 技术 的 原因 ， 从 蛋白 PEAREN. WEERA E bJ AtA 
质 晶体 母体 得 到 的 X 射线 数据 必须 与 由 蛋白 ARREARS WERE 
质 的 不 同 原子 与 重金 属 原子 复合 形成 的 复合 物 晶 体 的 衍射 数据 进行 比较 。 可 以 将 金属 离子 慢 
慢 扩 散 到 预先 结晶 好 的 蛋白 质 晶体 中 的 通道 或 者 孔洞 中 来 实现 这 个 目的 。 这 些 金属 离子 会 跟 
蛋白 质 的 氨基 酸 侧 链 基 团 〈 如 半 胱 氨 酸 的 区 基 ) 反应 。 

利用 X 射线 方法 测定 蛋白 质 结构 的 一 个 主要 瓶颈 就 是 在 使 大 多 数 蛋白 质 结晶 时 遇 到 的 
困难 。NMR 可 以 用 于 测定 溶液 状态 的 蛋白 质 的 结构 。 但 是 由 于 这 项 技术 尤其 是 数据 收集 方 
面 的 复杂 性 ， 使 这 种 方法 的 使 用 仅 限于 相对 较 小 的 蛋白 质 分 子 ( 一 般 是 25ku 或 更 小 ) 的 结 
构 测定 。 当 然 这 个 领域 技术 的 进展 也 很 有 可 能 使 60 一 80ku 的 蛋白 质 达 到 切实 可 用 的 分 
辩 率 。 

NMR 分 析 必 须 对 感 兴趣 的 蛋白 质 样品 使 用 一 个 强 磁 场 。 然 后 应 用 射频 的 电磁 辐射 。 
NMR 分 析 基 于 这 样 一 个 事实 ， 一 定数 量 的 原子 核 插 现 磁 运动 。 这 些 核 包括 HC." N 和 
1P。 这 主要 是 因为 这 些 核 的 行为 像 绕 着 一 个 轴 回 转 。 因 为 上 述 这 些 核 是 带 正 电荷 的 ， 这 些 
回转 的 核 的 行动 像 一 个 小 磁铁 ， 因 此 会 与 应 用 的 磁场 发 生 作 用 。 如 果 将 蛋白 质 置 于 一 个 强 磁 
场 中 ， 这 些 核 的 回转 会 沿 着 磁场 的 方向 排列 。 如 果 采 用 适当 频率 的 射频 能 ， 这 些 排列 会 转化 
到 激发 态 。 随 后 核 回 复 到 它们 的 基态 ， 这 个 过 程 中 发 射出 射频 辐射 ， 这 可 以 检测 和 测量 出 
来 。 任 何 给 定 的 核发 射 的 精确 频率 都 受到 其 分 子 环境 的 影响 ， 发 射频 率 的 变化 可 以 用 来 提供 
有 关 和 蛋白 质 的 三 维 结构 的 信息 。 

实验 测定 的 蛋白 质 三 维 结构 信息 以 原子 坐标 组 的 形式 储存 在 各 种 数据 库 中 。 首 要 的 这 类 
数据 库 是 Brookhaven 蛋白 质数 据 库 (Protein database, PDB) ， 可 以 通过 互联 网 到 http: // 
www. pdb. bnl. gov 访问 。 另 外 ， 很 多 不 同 的 网 站 也 提供 了 一 些 可 以 从 原子 坐标 生成 蛋白 质 
结构 模型 的 免费 软件 。 这 些 结构 可 以 交互 式 地 观看 〈 即 旋转 和 移动 )。RasMol (网 址 是 ht- 
tp: //www. umass. edu/microbio/rasmol/) 是 这 类 软件 中 最 有 名 的 。 另 外 一 个 程序 术语 为 
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mim 
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Mage， 提 供 了 交互 的 蛋白 质 结构 模型 ， 命 名 为 kinemages (http: //www. faseb. org/pro 


tein/kinemages/kinpage. html) 。 


1.4 。 蛋白 质 的 翻译 后 修饰 


很 多 多 肽 在 核糖 体 装配 期 间 和 装配 之 后 都 经 历 了 共 价 修饰 。 尽 管 也 有 其 他 很 多 不 同 的 修 
饰 存在 ， 但 最 常 观察 到 的 修饰 是 蛋白 质 水 解 过 程 、 糖 基 化 和 磷酸 化 GR 1.7)。 这 些 修饰 既 
影响 了 多 肽 的 生物 活力 也 影响 结构 稳定 性 。 它 们 也 改变 了 多 肽 的 物理 化 学 性 质 和 其 他 性 质 ， 
这 一 事实 有 助 于 促进 对 它们 的 识别 。 


R17 多 肽 可 能 经 历 的 翻译 后 修饰 的 类 型 


对 某 些 蛋白 质 来 说 , 糖 基 化 可 以 增 大 水 洲 性 .影响 生物 半 误 期 或 生物 活性 
影响 和 调节 各 种 多 肽 类 激素 的 生物 活性 
功能 未 知 
可 能 帮助 某 些 多 肽 与 生物 膜 作 用 或 锚 定 在 膜 上 
影响 某 些 多 及 的 生物 活性 或 稳定 性 
影响 某 些 神经 多 及 的 生物 活力 和 某 些 多 肽 的 水 解 过 程 
羟基 化 作用 对 特定 蛋白 质 的 结构 装配 很 重要 
7- 凑 基 谷 氨 酰 胺 形成 使 某 些 血液 蛋白 质 能 够 结合 钙 离子 
ADP 核糖 基 化 作用 调节 各 种 蛋白 质 的 生物 活性 
二 硫 键 形成 帮助 稳定 某 些 蛋白 质 的 构象 


É. 其 他 的 细节 参见 正文 部 分 。 


1.4.1 蛋白 酶 水 解 过 程 


蛋白 酶 水 解 过 程 指 的 是 在 多 肽 合成 之 后 对 多 肽 进行 有 限 的 和 特定 的 切割 。 多 肽 切割 前 
(“ 原 ”) 的 形式 一 般 是 没有 活性 的 ， 蛋 白 酶 水 解 后 得 到 激活 。 服 从 于 这 个 过 程 的 多 数 蛋白 质 
都 要 输送 到 细胞 器 或 者 从 细胞 中 分 泌 出 来 。 这 样 的 例子 包括 哺乳 动物 消化 酶 胰 和 蛋白酶 、 凝 乳 
蛋白 酶 和 骨 和 蛋白 酶 。 它 们 最 初 在 胰腺 中 合成 ， 并 以 “ 原 ” 或 “ 酶 原 ” 前 体 的 形式 储存 胰腺 
中 。 另 外 的 例子 包括 一 大 类 血液 凝固 因子 第 5 章 ) 和 胰岛 素 (第 7 章 )。 蛋 白水 解 激活 是 
非常 特异 的 ， 一 般 都 是 不 可 逆 的 。 


1.4.2 糖 基 化 


糖 基 化 〈 糖 类 基 团 的 附加 ) 是 与 真 核 生 物 蛋 白质 特别 是 细胞 外 蛋白 或 细胞 表面 蛋白 相关 
的 翻译 后 修饰 中 最 常见 的 形式 。 有 些 情况 下 ， 很 多 糖 蛋白 去 除 糖 组 分 后 并 没有 对 其 生物 学 性 
质 产生 可 检测 到 的 影响 。 糖 蛋白 的 无 糖 形式 可 以 通过 两 种 方法 产生 ， 一 是 在 细胞 生长 介质 中 
加 入 糖 基 化 途径 的 抑制 剂 〈 如 抗生素 衣 霉 素 )， 或 是 利用 葡萄 糖苷 酶 将 已 经 糖 基 化 的 糖 蛋 白 
的 糖 组 分 降解 。 然 而 在 其 他 情况 下 ， 糖 组 分 对 糖 蛋白 的 生物 学 活性 有 直接 的 作用 。 例 如 ， 天 
然 人 绒毛 促 性 腺 激素 (human chorionie gonadotrophin, hCG， 第 7 章 ) 是 一 个 高 度 糖 基 化 
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的 刺激 生殖 腺 的 激素 。 其 糖 组 分 的 去 除 常常 会 消除 其 诱导 生物 学 反应 的 能 力 ， 尽 管 其 受 体 结 
合 的 亲和力 并 没有 改变 一 一 甚至 有 时 候 还 会 增加 。 

糖 蛋白 的 糖 组 分 也 可 以 具有 多 种 其 他 潜在 的 功能 ， 包 括 寻 找 目标 和 识别 。 例 如 溶 酶 体 酶 
一 般 是 糖 基 化 的 ， 它 们 的 糖 组 分 在 指引 新 合成 的 酶 特异 地 到 溶 酶 体 起 着 直接 的 作用 。 很 多 激 
素 -细胞 因子 受 体 都 是 糖 基 化 的 ， 它 们 的 糖 组 分 构成 了 受 体 - 底 物 结合 的 重要 组 成 部 分 。 细 胞 
表面 的 糖 在 细胞 与 细胞 黏附 和 识别 中 扮演 重要 角色 。 这 些 分 子 作 用 对 于 维持 多 细胞 器 官 的 组 
织 完 整 性 非常 关键 ， 对 于 一 些 过 程 如 受精 、 细 胞 分 化 和 肿瘤 形成 等 也 是 如 此 。 

图 1. 16 提供 的 是 一 个 低 聚 糖 链 的 例子 。 

在 其 他 的 情况 ， 糖 组 分 可 能 有 助 于 稳定 天 然 糖 蛋白 的 构象 ， 促 使 蛋白 质 更 好 溶解 或 控制 
它 的 生物 半衰期 。 糖 蛋白 的 糖 组 分 可 能 的 功能 是 : 

(D 对 于 介 导 某 些 蛋 白质 的 生物 学 效应 起 直接 作用 (如 hCG 和 促 红细胞 生成 素 ) 。 

© 眶 准 目 标 : 糖 组 分 能 帮助 目标 蛋白 到 特定 的 细胞 位 置 (如 溶 酶 体 酶 )。 

ORA: 在 糖 蛋白 结合 其 底 物 时 ， 精 组 分 常常 起 直接 的 作用 (如 某 些 细胞 因子 受 体 )。 

DHE: 糖 组 分 有 助 于 稳定 糖 蛋白 的 构象 ， 另 外 保护 它们 免 受 蛋 白水 解 酶 的 攻击 。 

C) Hir. 去 除 糖 组 分 能 够 使 某 些 蛋白 质 远 离 水 分 子 溶解 。 

© 增加 蛋白 质 的 生物 半 训 期 (减低 其 血 流 清理 速度 ) 。 

能 够 发 生 的 糖 基 化 有 两 种 类 型 ，N- 连 接 的 和 O- 连 接 的 。 在 N- 连 接 的 糖 基 化 情况 下 ， 糖 
链 〈 低 聚 糖 ) 通过 天 冬 酰胺 的 氮 原 子 贴 附 在 蛋白 质 上 (Asn); 在 0- 连接 的 糖 基 化 系统 ， 糖 
链 贴 附 在 羟基 的 氧 原子 上 ， 这 些 羟 基 一 般 是 丝氨酸 或 苏 氨 酸 残 基 的 卷 基 (图 1. 15) 。 

糖 侧 链 中 最 常见 的 单 糖 包括 甘露 糖 、 半 乳糖 、 葡 萄 糖 、 海 藻 糖 、N- 乙 酰 半 乳 糖 胺 、N- 乙 
酰 葡 萄 糖 胺 、 木 糖 和 唾液 酸 。 这 些 糖 可 以 通过 不 同 的 序列 、 以 不 同 的 糖苷 连接 结合 在 一 起 。 
糖 蛋白 的 糖化 学 因而 变 得 十 分 复杂 。 图 1. 16 列 出 了 两 个 简单 的 寡 聚 糖 链 的 结构 。 
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W115 NRA O- 连 接 的 糖 基 化 
(a) Wit Ed (bD Si HN E fc, “Sugar” JUS BUE AE BE 


20 | 蛋白 质 生 物化 学 与 生物 技术 


sa | 上 | cal GleNAc |—] Man. 


SA Gal | -{Gienac |] Man Y 


Man | GlcNAc H Glenac An 


Gal GIcNAc |— Ser. 


SA 


图 1.16 EMEA PARR MS (一 个 是 N- 连 接 ， 另 外 一 个 是 O- 连 接 ) 结构 的 两 个 例子 
Man, VfB Gal, J.B SA, ERR; GIcNAc, N-L REM GBs GalNAc® ， 
N-LMBF RMR: Se. 丝氨酸 ; Asn, KAM 

N-E tR WEA EE BE SEE, EL EES h JE R B bE HB TE HE FF Asn-X 
Ser, Asn-X-Thr 或 Asn-X-Cys 中 找到 的 天 冬 酰胺 残 基 ， 这 里 的 XRRR T BB AR PP IO EE 
氨基 酸 残 基 。 另 “个 精 基 化 决定 因素 必需 应 用 ， 因 为 在 某 些 蛋白 质 中 ， 并 不 是 所 有 可 能 的 
N- 连 接 位 点 都 是 糖 基 化 的 。O- 连 接 的 糖 基 化 的 决定 因素 了 解 得 不 是 很 清楚 。 在 很 多 情况 下 
特征 序列 识别 不 是 很 明显 的 ， 在 这 种 情况 下 ， 三 维 结构 的 特性 可 能 是 更 重要 的 。 
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图 1.17 


(a) 蛋白 质 底 物 通过 一 个 激酶 -磷酸 化 梧 机 制 的 可 

PARC: (b) 磷酸 化 基 团 常常 通过 丝氨酸 、 苏 

氨 酸 或 酷 氨 酸 残 基 的 羟基 贴 附 到 蛋白 质 上 ，Protein 
表示 蛋白 质 


e 图 中 没有 出 现 ， 原 著 如 此 一 一 译 者 注 - 


1.4.3 磷酸 化 


可 递 磷酸 化 是 另 一 种 形式 的 翻译 后 修 
饰 ， 主 要 发 生 在 真 核 生物 中 ， 但 有 时 候 也 
会 在 原核 生物 中 。 最 常用 的 磷酸 基 团 供 体 
是 ATP ， 目 标 恒 白 的 磷酸 化 和 去 磷酸 化 由 
底 物 特异 的 蛋白 激酶 和 蛋白质 磷酸 酯 酶 催 
化 完成 (图 1.17)。 磷 酸化 位 点 一 般 是 丝 
氨 酸 、 苏 氨 酸 或 酷 氨 酸 的 羟基 (图 1. 17)， 
尽管 有 时 候 天 冬 氨 酸 、 赖 氨 酸 和 组 氨 酸 的 
侧 链 也 能 够 磷酸 化 。 磷 酸化 的 准确 的 位 点 
不 仅 显示 了 序列 特异 的 特征 ， 而 且 还 可 能 
有 特别 的 三 维 形状 的 要 求 。 

在 无 穷 多 的 事例 中 ， 磷 酸化 直接 影响 
了 目标 蛋白 的 生物 学 活力 ， 磷 酸化 和 去 磷 
酸化 对 功能 的 影响 像 一 个 可 逆 的 开关 。 在 
有 些 事例 中 〈 如 肝 糖 磷酸 化 酶 )， 磷 酸化 
会 导致 激活 ; 反之 在 另外 的 事例 中 ( 肝 糖 
合成 酶 )， 磁 酸化 会 导致 失 活 。 只 有 在 很 
少 的 情况 下 ， 磷 酸化 对 功能 一 点 也 不 重要 。 
例如 ， 牛 奶 蛋白 酷 蛋 白 的 磷酸 化 〈 见 第 13 
章 ) 具有 营养 重要 性 ， 而 不 具有 功能 重 
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要 性 。 一 个 蛋白 质 的 磷酸 化 因为 增加 了 自己 的 负电 荷 数量 而 改 。 ,wg auo 

变 了 其 物理 化 学 性 质 。 结 果 ， 经 常 可 以 通过 监控 蛋白 质 在 Ck E DU S CON 

变性 的 ) 电泳 胶 的 迁移 速度 的 变化 来 探测 蛋白 质 的 磷酸 化 。 po AL 
o 

1.4.4 乙酰 化 、 酰 化 、 氨 基 化 at-on 


所 有 在 细胞 质 中 合成 的 真 核 生物 蛋白 中 有 超过 50% 有 一 个 
N 端 乙 酰基 团 。 乙 酰基 团 供 体 一 般 是 乙酰 辅酶 A(CoA)， 反 应 
是 由 N- 乙 酰 转移 酶 催化 完成 的 〈 图 1. 18)， 这 个 酶 看 起 来 与 核 rot o 
糖 体 有 比较 松散 的 结合 。 在 有 些 情况 下 ，N 端 乙酰 化 看 起 来 可 leal. 
能 发 生 在 蛋白 质 完全 合成 之 前 ， 在 其 他 的 情况 ， 乙 酰 化 发 生 在 d 
翻译 后 修饰 期 间 。 决 定 一 个 多 肽 是 否 乙酰 化 的 判断 标准 还 没有 
掌握 ， 对 于 这 种 翻译 后 修饰 的 精确 功能 也 同样 是 这 样 。 图 1.18 多 肽 内 端 氨基 基 团 通过 

蛋白 质 的 酰 化 指 的 是 将 脂肪 酸 直接 以 共 价 键 贴 附 到 多 肽 -乙酰 装 移 酶 企 化 进行 的 乙酰 化 
主 链 上 。 最 常见 的 与 多 肽 链 酰 化 有 关联 的 脂肪 酸 是 16 hu n A RR Cat CoA 
棕榈 酸 和 14 催 饱 和 肉 豆 慈 酸 。 棕 榈 酸 主 要 通过 酯 键 或 硫 酯 键 以 共 价 形式 连接 到 半 胱 氨 酸 、 
丝氨酸 或 苏 氨 酸 上 ， 而 肉 豆 范 酸 则 总 是 通过 一 个 酰胺 键 以 共 价 形式 连接 到 N 端的 甘氨酸 上 
(图 1. 19) 。 酰 化 的 多 肽 看 起 来 在 真 核 生物 中 是 普遍 存在 的 ， 在 很 多 病毒 中 也 有 发 现 。 

肉 豆 落 酰 化 ( 肉 豆 落 酸 的 共 价 连接 ) 很 可 能 是 与 翻译 过 程 协 同 进行 的 〈 即 在 多 肽 合成 完 
REND, IER ERE MEAL CoA: 蛋白 质 N- 肉 豆 范 酰 转移 酶 催化 。 基 于 酶 的 棕榈 酸 贴 附 是 一 

tht 
ch ny loo 


C0 
| 
9 CH, —(CH)4— COOH- HINA 
I 
1 Ix CH,— (CH) — COOH- py UR 

CH, —(CHju -l-s—e-ln o 

5 一 0 1 

| CoN = REE 


NH 
中 
o 
cH, (Cty — Mm 
H—C—H 


(o 


H 


1 

一 C 一 0 一 = 酯 连接 
1 

—C—S —= imi 
i 

一 C 一 R 一 -酰基 团 


(a) 棕榈 酸 通 过 酯 键 与 丝氨酸 残 基 的 连接 ; (bd) 棕榈 酸 通过 硫 酯 键 与 半 胶 氨 酸 残 基 的 连接 # 
O 肉 豆 荡 酸 通过 酰胺 键 与 N 端 甘氨酸 残 基 的 连接 
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个 比较 复杂 的 翻译 后 修饰 事件 ， 可 能 涉及 到 好 几 个 酶 。 很 大 范围 类 型 的 蛋白 质 都 可 以 酰 化 ， 
包括 各 类 的 细胞 质 蛋白 质 和 膜 蛋白 ， 以 及 病毒 的 结构 蛋白 〈 表 1. 8) 。 脂 肪 酸 组 分 的 精确 功 
能 在 多 数 情况 下 并 不 确定 。 最 初 认为 它 的 功能 是 在 将 蛋白 质 锚 定 在 膜 上 或 者 允许 蛋白 质 与 膜 
作用 方面 ， 但 这 很 可 能 不 是 它 的 主要 功能 。 脂 肪 酸 组 分 在 促进 蛋白 质 -蛋白 质 相 互 作用 方面 
可 能 扮演 着 更 重要 的 角色 。 很 多 酰 化 的 多 肽 是 多 亚 基 蛋 白 复合 物 的 组 成 部 分 ; 在 很 多 事例 
中 ， 脂 肪 酸 部 分 的 去 除 对 多 亚 基 复合 物 的 亚 基 之 间 的 相互 作用 以 及 复合 物 的 生物 活力 有 负面 
的 影响 。 不 同 的 酰 化 病毒 衣 壳 蛋白 的 脂肪 酸 组 分 也 似乎 也 有 助 于 稳定 这 些 结构 蛋白 之 间 的 相 
互 作 用 。 虽 然 棕榈 酸 和 肉 豆 落 酸 是 最 常见 的 与 多 肽 链 酰 化 有 关联 的 脂肪 酸 ， 但 是 其 他 基于 脂 
质 的 物质 也 可 能 用 到 ; 这 些 物质 包括 硬 脂 酸 、 磷 脂 酰 肌 糖 和 法 呢 醛 基 团 。 


表 1.8 某 些 乙酰 化 蛋白 的 代表 范例 


依赖 cAMP 的 蛋白 激酶 
细胞 色素 bs 还 原 酶 
Gi 和 Goa WEW 
胰岛 素 受 体 
白介素 1 受 体 

转 铁 蛋白 受 体 

视 紫 质 

P55 和 P28 

VP4 

Pl9(gag) 

HA 流行 性 感冒 病毒 
gE 单纯 疱疹 病毒 
#: HIV， 人 类 免疫 缺陷 病毒 HTLV1， 人 类 下 淋巴 样 病毒 1。 表 中 也 列 出 了 连接 的 脂肪 酸 基 团 部 分 


和 酰 化 蛋白 的 定位 。 


细小 的 核糖 核酸 病毒 
HTLV1 


1.5 ”蛋白质 的 稳定 性 和 折算 


在 生物 合成 后 ， 一 个 多 肽 会 折合 成 其 天 然 构 象 ， 天 然 构象 在 结构 上 是 稳定 的 ， 功 能 上 是 
有 活性 的 。 多 肽 链 最 终 采取 的 构象 依赖 于 其 氨基 酸 序列 ， 这 解释 了 为 什么 不 同 的 多 肽 链 有 不 
同 的 特征 构象 。 以 前 注意 到 二 级 结构 片段 是 通过 相 邻 氨基 酸 之 间 的 短程 作用 来 稳定 的 。 相 
反 ,三 级 结构 则 是 通过 可 能 在 序列 上 远离 但 在 蛋白 质 折合 后 空间 上 很 近 的 氨基 酸 的 作用 来 稳 
定 。 稳 定 一 个 多 肽 链 总 体 构象 的 主要 作用 力 有 : 

CD 朴 水 作用 ， 

Q 静电 作用 ; 

@ 共 价 连接 。 

朴 水 作用 是 唯一 的 稳定 蛋白 质 天 然 构 象 的 最 重要 因素 。“ 朴 水 效应 ” 指 的 是 非 极 性 物质 
尽量 避 开 与 极 性 溶剂 (如 水 接触 的 倾向 。 非 极 性 氨基 酸 构成 了 实际 的 所 有 多 肽 的 一 级 序列 
的 很 大 比例 。 这 些 多 肘 链 会 通过 折 释 使 埋藏 在 多 肽 内 部 的 政 水 氨基 酸 数量 尽 可 能 多 ,这样 来 
避 开 周围 的 水 环境 。 这 种 情况 在 能 量 上 是 最 有 利 的 。 

能 够 使 分 子 稳定 的 静电 作用 包括 范 德 瓦尔 斯 力 〈 这 是 相对 较 弱 的 ) 、 氢 键 和 离子 相互 作 
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用 。 尽 管 这 些 作用 远 没有 共 价 键 作 用 强 ( 表 1. 9)， 但 是 由 于 在 多 肽 链 内 有 很 多 这 样 的 作用 ， 
从 而 使 它们 整体 上 很 强 。 
Aio 与 各 种 静电 相关 的 键 的 近似 键 能 ， 以 及 与 碳 - 碳 单 键 的 比较 


10 
20 
86 
350 


范 德 瓦尔 斯 力 


多 肽 链 呈 现 出 广泛 的 分 子 内 氢 键 网 络 ， 这 些 键 对 整体 构象 的 稳定 性 并 没有 显著 的 贡献 。 
这 是 因为 在 折合 状态 的 多 肽 链 中 形成 氧 键 的 原子 可 以 在 非 折合 状态 下 与 水 分 子 形 成 能 量 相当 
的 氧 键 。 带 (相反 ) 电荷 氨基 酸 侧 链 之 间 的 离子 吸引 也 对 蛋白 质 构象 的 稳定 有 一 定 贡 献 。 这 
些 连接 称 为 盐 键 ， 可 以 想到 这 些 作 用 一 般 都 位 于 多 肽 分 子 的 表面 。 

二 硫 键 代表 了 稳定 多 肽 链 天 然 三 维 结构 的 主要 共 价 键 类 型 。 由 于 细胞 内 环境 一 般 都 是 还 
原 性 环境 ， 所 以 尽管 细胞 内 蛋白 质 一 般 都 有 多 个 半 胱 氨 酸 残 基 ， 但 它们 很 少 形成 二 硫 键 连 
接 。 相 反 ， 细 胞 外 蛋白 质 常常 暴露 在 氧化 环境 中 ， 有 助 于 形成 二 硫 键 。 在 很 多 情况 下 二 硫 键 
的 还 原 〈 即 打开 ) 对 多 肽 链 的 天 然 构象 影响 很 小 。 但 是 在 有 的 情况 下 〈 特 别 是 富 含 二 硫 键 的 
蛋白 质 )， 二 硫 键 的 破坏 确实 会 使 蛋白 质 失去 构象 的 稳定 性 。 在 这 种 情况 下 ， 二 硫 键 连接 可 
能 起 着 将 结构 域 -三 级 结构 中 的 功能 或 结构 单元 “ 锁 ” 定 在 适当 位 置 的 作用 。 

迄今 出 现 的 蛋白 质 结构 的 描述 可 能 会 导致 这 样 一 个 结论 ， 即 蛋白 质 的 结构 是 静止 的 、 刚 
性 的 。 但 这 不 是 实际 情况 。 蛋 白质 的 组 成 原子 是 在 不 断 地 运动 中 。 从 小 到 单个 氨基 酸 残 基 侧 
链 大 到 整个 结构 域 的 基 团 都 可 能 因为 随机 运动 而 离开 原来 的 位 置 ， 幅 度 可 达 将 近 0. 2nm。 
蛋白 质 的 构象 因此 展现 一 定 程度 的 柔性 ， 这 种 运动 称 为 “呼吸 ”。 

呼吸 有 时 候 对 于 功能 是 有 非常 重要 意义 的 ， 例 如 允许 小 分 子 扩散 进出 蛋白 质 的 内 核 。 除 了 呼 
吸 ， 某 些 蛋白 质 还 要 经 历 明 显 的 构象 变化 〈 常 常 是 可 逆 的 )。 这 些 变化 对 于 功能 是 意义 明显 的 
多 数 情况 下 是 由 生物 特异 的 配 体 相 互 作 用 所 诱导 的 〈 如 酶 结合 底 物 或 抗原 结合 到 抗体 ) 。 

当前 在 已 经 测定 氨基 酸 序列 的 多 肽 的 数量 和 已 经 解析 三 维 结构 的 多 肽 数量 之 间 有 一 个 巨大 
的 差距 ， 而 且 差距 越 来 越 大 。 知 道 了 实验 方法 解析 蛋白 质 三 维 结构 的 复杂 性 ， 就 不 难 理解 为 什 
么 科学 家 一 直 在 努力 建立 从 氨基 酸 序列 资料 来 预测 蛋白 质 高 级 结构 的 方法 了 。 虽 然 已 经 发 展 了 
几 种 比较 成 功 的 二 级 结构 预测 方法 ， 但 从 一 级 序列 数据 预测 三 级 结构 的 方法 至 今 还 没有 建立 。 

已 经 报道 了 超过 20 种 不 同 的 预测 二 级 结构 的 方法 〈 表 1. 10)。 这 些 方法 大 致 属于 两 大 
K: 四 经 验 统计 方法 ， 基 于 对 已 知 三 维 结构 的 蛋白 质 进行 研究 得 到 的 数据 和 这 些 蛋 白质 一 级 
氨基 上 酸 序 列 与 其 结构 性 质 之 间 的 相互 联系 ;基于 像 折 司 紧密 度 之 类 的 物理 化 学 标准 的 方法 
( 折 双 形态 的 产生 展现 了 一 个 紧密 堆积 的 疏水 内 核 和 极 性 表面 )。 


LIO 当前 采用 的 部 分 二 级 结构 预测 方法 


经 il 
经 验 性 统计 方法 
经 验 性 统计 方法 
经 验 性 统计 方法 
物理 化 学 标准 


ou 和 Fasman 方法 
Garnier Osguthorpe 和 Robson(GOR) 方 法 

EMBL profile 神经 网 络 (PHD) 方 法 

蛋白 质 序列 分 析 (Protein sequence analysis，PSA) 方 法 
Lim 方 法 
E: 更 进一步 的 细节 见 正文 。 
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所 有 这 些 预 测 方法 中 的 大 多 数 最 多 只 有 50%% 一 70 中 的 准确 度 。 相 对 比较 大 的 不 准确 项 
来 自 于 这 样 一 个 事实 ， 即 折 秋 的 (三 级 ) 结构 对 于 某 些 区 域内 的 二 级 结构 的 特性 和 程度 都 施 
加 了 制约 。 到 目前 所 有 总 结 出 来 的 与 二 级 结构 和 氨基 酸 序列 数据 关联 的 “规则 ”都 没有 考虑 
这 个 因素 。 

Chou 和 Fasman 方法 依然 是 最 普遍 的 预测 方法 。 这 些 科学 家 研究 了 一 定数 量 的 已 经 用 X 
射线 晶体 学 方法 测定 三 维 结构 的 蛋白 质 的 结构 细节 。 这 使 他 们 能 够 建立 每 个 氨基 酸 残 基 的 “ 构 
象 偏好 数据 *， 这 个 数据 基本 上 关联 着 氨基 酸 与 "螺旋 片段 及 B 折 登 片段 的 兼容 度 〈 表 1. 11)。 
将 偏好 数据 应 用 到 一 个 多 肽 链 的 氨基 酸 序 列 时 ， 就 可 以 指认 出 推定 的 螺旋 或 折 得 股 区 域 。 

用 Chou 和 Fasman 方法 进行 的 分 析 也 使 下 面 的 观察 指标 得 以 出 笼 : 

D 一 个 a 螺旋 片段 经 常 由 一 段 包含 至 少 4 个 Ha 或 ha 残 基 ( 表 1.11) 的 6 残 基 序列 开始 。 

O 如 果 存 在 有 睛 氨 酸 残 基 ， 一 般 在 螺旋 的 氨基 端 。 

@ 一 个 螺旋 片段 中 4 个 任意 连续 的 残 基 小 组 其 Pa 平均 值 大 于 1.0 ( 表 1.11)。 

@ 一 个 B 折 又 股 片段 经 常 由 一 段 包含 至 少 3 个 HB 或 HB 残 基 的 5 残 基 序列 开始 。 

© 一 个 B 折 合股 片段 中 4 个 任意 连续 的 残 基 小 组 其 PB 平均 值 大 于 1.0。 

从 更 低 一 级 结构 信息 准确 预测 多 肽 链 的 三 维 结构 依然 有 待 于 完成 。 尽 管 一 项 称 为 
Threading 的 技术 为 直接 从 氨基 酸 序列 数据 预测 三 级 结构 这 一 目的 的 进步 带 来 了 很 多 支持 ， 
但 它 仍然 是 遥远 的 将 来 的 事情 。 三 维 结构 分 析 表 明 ， 只 有 有 限 个 稳定 的 蛋白 质 折 番 模式 存 
在 ， 而 且 很 多 没有 关联 的 氨基 酸 序列 可 以 产生 相同 的 折 短 模式 〈 折 得 模 式 指 的 是 一 个 类 似 于 
结构 域 的 结构 ， 但 在 很 多 蛋白 质 中 是 共有 的 )。 通 过 分 析 包含 多 肽 三 级 结构 的 数据 库 ， 就 有 
可 能 得 到 各 种 不 同 的 序列 可 能 采取 何 种 折 秋 模式 的 信息 。 


表 1.11 与 “螺旋 和 有 折叠 伸展 有 关 的 氨基 酸 残 基 的 构象 偏好 和 指认 


Glu 1.44 Ha Val 1.64 Hp 
Ala 1.39 Ha. lle. 1.57 He 
Met 1.32 Ha Thr 1.33 he 
Leu 1.30 Ha Tyr 1.31 hp 
Lys 1.21 ha Trp 1.24 hp 
His 1.12 ha Phe 1.23 hp 
Gin 1.12 ha Leu 1.17 hp 
Phe 1.11 ha Cys 1.07 hp 
Asp 1.06 ha Met 1.01 1p 
Trp 1.03 la Gin 1.00 Ip 
Arg 1.00 la Ser 0.94 ig 
lle 0.99 ia Arg 0.94 ip 
Val 0.97 ia Gly 0. 87 ip 
Cys 0.95 ia His 0.83 ip 
Thr 0.78 ia Ala 9.79 ip 
Asn 0.78 ia Lys 9.73 bp 
Tyr 0.73 ba Asp 0.66 bp 
Ser 0.72 ba Asn 0. 66 bp 
Gly 0.63 Ba Pro 0. 62 Bg 
Pro 0.55 Ba Glu 0.51 Bp 


注 :Pa 二 形成 a 螺旋 区 域 的 倾向 ; P= BR BHR EMH H, Ha BRD RA: ha MRD RA Ta 
能 的 螺旋 形成 者 ; ia 一 无 关 紧要 者 ;ba 一 螺旋 中 断 者 ; Ba 一 强 的 螺旋 中 断 者 。 对 于 B 折 得 的 情况 是 类 似 的 名 称 ， 只 
不 过 用 月 取代 a。 经 过 出 版 者 John Wiley & Sons 的 友好 允许 ， 从 “Current Protocols in Protein Science” 一 书 上 复制 。 
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Threading 本 质 上 是 把 准备 预测 三 维 结构 的 多 肽 链 的 序列 与 产生 特定 折 松 模式 已 知 的 序 
列 数 据 库 进 行 比较 。 可 以 用 计算 机 程序 评估 目标 序列 采取 每 一 种 已 知 的 折 答 结构 的 可 能 性 。 

虽然 准确 预测 三 维 结构 依然 是 未 来 的 期 望 ， 但 是 如 果 二 级 结构 单元 已 经 得 到 指认 ， 那 么 
准确 预测 三 级 结构 就 可 能 比较 可 行 了 。 通 过 研究 已 知 的 三 级 结构 ， 就 会 慢 慢 阐明 二 级 结构 单 
元 堆积 、 组 装 为 更 高 级 结构 〈 如 特定 的 模 体 和 结构 域 ) 的 规则 。 

前 面 已 经 讨论 耳 将 一 条 多 肽 链 折 友 为 其 天 然 构 象 的 各 种 作用 力 。 对 于 一 个 典型 的 球状 多 肽 
来 讲 ， 与 这 种 稳定 作用 CA 1.10) 相关 联 的 所 有 键 能 加 起 来 的 总 数量 会 达到 数 千 kJ * mol", 
然而 热力 学 分 析 表 明 ， 一 个 典型 的 200 个 氨基 酸 残 基 的 多 肽 链 在 其 折 秋 状态 和 失 活 状态 的 自由 
能 之 差 仅 为 80~100k] + mol ' 数 量 级 。 这 仅 相 当 于 几 个 氮 键 的 能 量 。 在 非 折 谷 态 , 链 内 非 键 作 
JH (稳定 作用 ) 的 数量 没有 达到 最 大 ， 但 生成 一 些 新 的 链 内 作用 来 “维持 ” 失 活 状态 。 这 包括 
在 合适 的 氨基 酸 基 团 和 周围 的 水 分 子 之 间 形成 的 大 量 的 氧 键 。 而 且 热 力学 第 二 定律 说 明 ， 一 个 
分 子 以 无 规则 状态 存在 比 以 高 度 有 序 的 状态 在 能 量 上 更 有 利 ( 粹 的 概念 )。 蛋 白质 在 其 折 胎 状 
态 只 是 处 在 比较 稳定 的 边缘 这 一 事实 在 功能 上 是 很 有 意义 的 。 这 在 结构 上 保证 了 蛋白 质 某 种 程 
度 的 柔性 ， 使 它们 能 够 容易 地 经 历 适 合 其 生物 功能 的 各 种 构象 变化 。 

通过 对 在 相对 恶劣 条 件 下 发 挥 功 能 的 蛋白 质 进行 研究 ， 帮 助 阐明 了 影响 天 然 多 肽 构象 的 固 
有 稳定 性 的 因素 。 近 来 对 极端 微生物 《生活 在 极端 环境 条 件 下 的 生物 物种 ， 第 10 章 ) 蛋白 质 
的 研究 ， 大 大 加 深 了 对 构象 稳定 性 的 理解 。 已 经 测定 了 一 定数 量 的 来 自 于 不 同 的 嗜 低温 微 生 
物 、 常 温 微 生物 、 哮 热 微生物 和 嗜 超 高 温 微 生物 (第 10 章 ) 的 同 源 蛋白 质 的 三 维 结构 。 这 有 
助 于 找 出 使 蛋白 质 在 特定 的 天 然 生理 条 件 下 稳定 的 在 结构 性 质 方面 上 的 变化 。 热 力学 分 析 显 
示 ， 天 然 状态 和 变性 状态 之 间 边 缘 稳 定 的 规律 能 够 扩展 到 极端 环境 条 件 下 分 离 出 的 蛋白 质 。 

可 以 想像 ， 为 了 补偿 提高 温度 带 来 的 不 稳定 影响 ， 从 哮 热 微生物 和 嗜 超 高 温 微生物 中 分 
离 出 的 蛋白 质 具 有 更 高 标准 的 分 子 内 稳定 作用 。 相 反 ， 也 可 以 预测 ， 为 了 保持 构象 的 柔性 有 
一 个 适合 的 自由 度 ， 从 嗜 低温 微生物 分 离 出 的 蛋白 质 具 有 更 低 程度 的 分 子 内 稳定 作用 。 虽 然 
不 同 的 蛋白 质 有 不 同 的 处 理 方法 ， 但 从 广义 的 角度 看 ， 这 些 原理 可 以 显现 出 来 。 热 稳定 性 升 
高 与 下 列 结构 适应 性 改变 的 一 个 或 几 个 有 关 : 

O 多 肽 分 子 内 氢 键 数量 的 增加 ， 

Q 盐 键 数量 的 增加 ， 

@@ 多 肽 紧密 度 的 增加 〈 提 高 疏水 内 核 的 堆积 ); 

图 延长 螺旋 区 域 。 

相反 ， 增 强 来 源 于 嗜 低温 微生物 蛋白 质 的 稳定 性 和 功能 柔性 ， 看 起 来 应 该 从 下 面 的 一 个 
或 几 个 适应 性 开始 

(D 减少 盐 桥 连接 ; 

© 降低 朴 水 内 核 的 原子 间 的 作用 〈 降 低 疏 水 性 )， 

@ 增加 蛋白 质 表 面 与 周围 溶剂 之 间 的 氢 键 ; 

@ 引入 伸 出 的 表面 环 区 。 


15.1 HERE 


上 面 的 讨论 集中 在 能 够 使 完全 折叠 的 蛋白 质 结构 稳定 的 因素 。 在 本 节 ， 着 重点 放 在 折 给 
事件 本 身 。 从 热力 学 角度 看 ， 一 个 蛋白 质 会 从 一 个 能 量 较 高 的 非 折 乔 状态 折 和 三 为 一 个 能 量 较 
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低 的 折合 状态 。 这 个 过 程 是 一 个 快速 的 过 程 ， 一 般 持 续 一 秒 到 数秒 时 间 。 折 又 的 速度 说 明 折 
登 过 程 时 经 过 一 个 直接 的 途径 。 而 不 是 经 过 了 随机 的 构象 搜索 直到 无 意 中 发 现 最 稳定 的 结构 
排列 。 折 得 途径 是 先 从 起 始 快速 形成 一 个 比较 致密 的 、 部 分 折 和 亚 的 “ 熔 球 态 ” 开 始 ， 然 后 以 
较 慢 的 速度 完成 折叠 进程 〈 图 1. 20)。 


RA BRE 培 球 态 KERR 


图 1.20 蛋白 质 折 又 途径 的 概述 
细节 参见 正文 


“ 熔 球 态 ”具有 天 然 蛋白 质 的 大 部 分 二 级 结构 单元 ， 但 只 有 有 限 程度 的 最 终 的 三 级 结构 。 
“ 熔 球 态 ”的 形成 只 需要 几 毫 秒 的 时 间 ， 称 为 疏水 折 拢 。 正 像 名 字 暗 示 的 那样 ， 这 个 过 程 主 
要 的 驱动 力 是 使 疏水 氨基 酸 之 间 相互 接触 、 避 开 周 围 的 水 分 子 带 来 的 有 利 的 能 量变 化 。 朴 水 
折 拢 反 过 来 引导 二 级 结构 形成 ; 疏水 残 基 的 内 在 化 也 促进 了 与 疏水 基 团 相关 联 肽 键 的 极 性 

NH 及 C=O 基 团 的 内 在 化 。 这 阻碍 了 后 者 与 周围 的 水 分 子 形成 稳定 化 氧 键 。 但 是 如 果 
这 些 基 团 彼此 之 间 能 够 形成 毛 键 ,那么 就 会 抵消 这 种 能 量 不 利 的 情况 。a 螺旋 或 B UTERE. 
成 会 尽 可 能 促使 极 性 基 团 形成 氢 键 。 

在 随后 和 最 后 的 蛋白 质 折 登 阶段 ， 三 级 结构 单元 就 会 形成 。 最 初 它们 很 可 能 是 模 体 或 亚 
结构 域 ， 然 后 导致 完全 的 折 登 。 有些 蛋 白质 可 能 遵循 一 条 折 愉 途径， 而 其 他 强 白 质 可 能 有 多 
条 途径 ;不管 怎样 ， 它 们 都 会 导致 完整 的 蛋白 质 折 答 。 

很 多 蛋白 质 在 体外 都 可 以 自发 和 准确 地 折 释 ， 尽 管 其 中 某 些 看 起 来 比 它们 在 体内 折 和 司 得 
慢 ， 而 且 准确 度 低 。 虽 然 一 级 序列 最 终 决定 了 三 级 结构 ， 但 是 仍然 知道 有 很 多 正确 折 和 性 的 阻 
碍 存在 。 它 们 包括 : 

CD. 部 分 折 全 的 中 间 体 经 由 分 子 间 中 水 作用 而 引起 的 聚集 ; 

© Bf RAE QU HI fs 

@ 半 胱 氨 酸 错误 配对 而 形成 的 二 硫 键 连接 。 

细胞 似乎 发 展 出 不 同 的 机 制 来 克服 这 些 障碍 或 尽 可 能 减少 障碍 。 

分 子 伴侣 是 一 类 帮助 多 肽 链 形成 其 正确 的 三 维 结构 的 蛋白 质 ， 它 主要 是 通过 阻止 或 校正 
出 现 的 不 合理 的 疏水 结合 来 帮助 肽 链 折 笃 。 分 子 伴 但 中 最 先 命名 的 是 热 休克 蛋白 Cheat 
shock proteins，Hsp) ， 在 温度 升 高 时 ， 它 们 的 细胞 内 浓度 会 增 大 。 现 在 已 经 知道 存在 的 有 
两 大 类 分 子 伴 但 : Hsp70 蛋白 和 伴侣 素 。 这 二 者 都 包含 玖 水 区 域 ， 这些 区 域 可 以 跟 示 折合 
或 错误 折 谷 的 多 肽 链 作 用 ， 经 过 一 个 依赖 ATP 的 过 程 帮助 它们 正确 折 营 。 

大 肠 杆 菌 的 伴侣 已 经 被 研究 得 比较 详细 了 。 巾 两 个 类 型 的 蛋白 质 构 成 的 一 个 大 复合 物 组 
成 了 分 子 伴侣 。 两 个 蛋白 质 类 型 是 60ku 的 Hsp60 A (LA Gro EL 知名 ) 和 10ku 的 Hsp 10 3 
El (以 Gro ES 知名 )。 完 整 结构 包括 14 个 Gro EL 亚 基 ， 这 14 个 亚 基 组 成 了 一 个 大 约 
15nm 长 、 直 径 为 14nm 的 空心 圆 简 。7 个 Gro ES 亚 基 与 圆 桶 的 一 段 作用 并 结合 在 上 面 。 空 
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洞 的 内 壁 有 几 个 富 含 玖 水 残 基 的 区 域 。 

完整 的 分 子 伴 但 会 直接 与 多 肽 链 中 未 折 秋 或 错误 折 秋 的 区 域 作 用 ， 但 不 与 正确 折 友 的 区 
域 作 用 。 这 种 识别 机 制 目 前 还 没有 完全 清楚 ， 但 是 在 未 折 秋 或 错误 折 又 的 区 域 可 能 存在 的 大 
面积 玖 水 斑 块 与 分 子 伴侣 空洞 内 表面 的 疏水 残 基 之 间 的 疏水 作用 可 o oo 
能 起 了 关键 作用 。 至 于 如 何 协助 随后 的 正确 折 肥 的 精确 的 分 子 细 节 Àj. Àj 
仍 有 待 于 阐明 。 . p 

KARAER EUMERUR AE ERAR TERRE EA F 
AAREMERHERAWD. ERM RAMU, SAGAN M12 肘 链 的 顺 
般 是 反 式 构象 。 尽 管 顺 式 构象 图 1. 21) 也 是 可 能 的 ， 但 是 却 远 不 是 热 。 式 与 反 式 形状 
力学 上 稳定 的 ， 因 而 很 少 出 现在 天 然 多 肽 中 。 然 而 在 某 些 多 肽 中 ， 确 实 有 些 肽 键 是 顺 式 的 ， 这 些 
肽 键 的 NH 基 团 来 自 且 氨 酸 残 基 。 这 经 常 出 现在 绷 紧 的 弯曲 中 ， 这 种 情况 对 于 结构 上 的 柔性 有 一 
定 的 需要 。 三 维 结构 的 周围 环境 稳定 了 顺 式 构象 。 在 折 笃 之前， 这些 稳 定 环境 是 不 存在 的 。 

在 一 个 未 折 登 的 状态 ， 可 能 存在 一 个 肽 键 的 顺 式 形态 和 反 式 形态 之 间 的 平衡 ， 但 是 由 于 
后 者 的 稳定 性 ， 平 衡 大 大 有 利于 反 式 。 没 有 受到 协助 的 目标 且 氨 酸 的 异 构 化 是 一 个 很 慢 的 过 
程 ， 常 常 是 折 生 的 限 速 步 又。 在 很 多 细胞 类 型 中 都 发 现 了 肽 基 睛 氨 酰 异 构 酶 ， 它 可 以 将 基于 
肽 键 的 膊 氨 酸 的 异 构 化 速度 提高 10* 信 以 上 。 因 此 这 些 酶 可 以 消除 体内 折 释 的 限 速 步骤。 

包含 二 硫 键 连接 的 蛋白 质 的 折 登 给 细胞 提出 了 一 个 特殊 的 问题 ， 即 保证 这 些 连接 中 的 半 
胱 氨 酸 残 基 的 正确 配对 。 这 个 过 程 被 一 种 称 为 蛋白 质 二 硫 键 异 构 酶 的 蛋白 来 帮助 实现 。 这 个 
酶 本 身 就 有 一 些 半 胱 氨 酸 残 基 ， 这 些 残 基 有 自由 的 殖 基 (一 SH)。 这 些 基 团 可 以 与 在 目标 蛋 
白 中 出 现 的 半 胱 氨 酸 残 基 形成 临时 的 二 硫 键 连接 。 同 样 ， 这 些 栈 也 可 以 帮助 已 经 形成 的 错误 
的 二 硫 键 连接 进行 分 子 内 重 排 。 


Nisi 


152 蛋白 质 工程 


重组 DNA 技术 的 出 现 直接 促进 了 根据 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 生产 蛋白 质 的 技术 的 发 展 。 
这 个 过 程 称 为 定点 突变 或 蛋白 质 工程 ， 这 个 过 程控 制 了 编码 目标 多 肽 的 核 苷 酸 序列 的 改变 ， 
这 样 可 以 引入 在 氨基 酸 序列 中 详细 而 精确 地 、 事 先决 定 地 变化 〈 图 1. 22) 。 这 些 变化 包括 插 
人 、 缺 失 或 取代 。 和 蛋白 质 工程 促进 了 对 蛋白 质 和 多 肽 的 氨基 酸 序列 和 其 结构 之 间 联 系 的 更 深 
一 步 理 解 。 它 为 研究 蛋白 质 的 结构 与 功能 关系 提供 了 一 个 强 有 力 的 方法 。 同 样 ， 这 项 技术 也 
对 于 达到 全 新 蛋白 质 设计 这 一 人 类 追求 了 很 久 但 还 很 于 远 的 目标 有 很 大 益处 。 和 蛋白 质 工程 也 
可 用 于 对 那些 商业 重要 看 白质 的 特性 进行 结构 或 功能 的 剪裁 。 

在 近 几 年 ， 对 工程 酶 的 研究 投入 了 很 大 的 努力 ， 主 要 是 加 强 它们 的 催化 活力 、 温 度 稳 定 
性 和 pH 稳定 性 。 对 很 多 蛋白 模型 的 研究 都 表明 ， 将 特定 的 赖 氨 酸 取代 为 精 氨 酸 、 或 将 甘 氨 
酸 取代 为 丙 氨 酸 会 使 热 稳定 性 增加 。 例 如 ， 在 葡萄 糖 异 构 酶 中 253 位 赖 氨 酸 用 精 氨 酸 取代 后 
会 提高 这 个 合成 的 工程 酶 的 热 稳定 性 。 用 精 氨 酸 取代 赖 氨 酸 后 可 能 会 通过 这 样 一 种 方式 改变 
了 酶 的 构象 ， 即 提高 了 氢 键 结合 的 整体 水 平 。 这 当然 对 蛋白 质 的 稳定 性 有 一 个 正面 的 影响 。 
葡萄 糖 异 构 酶 在 商业 上 的 用 途 是 从 葡萄 糖 糖 汁 中 生产 果糖 糖 汁 〔 见 第 1130. 

引入 有 利于 形成 二 硫 键 的 半 胱 氨 酸 残 基 可 以 加 强 蛋白 质 的 稳定 性 。 通 过 溶菌 酶 的 例子 可 以 
说 明 这 一 点 。 溶 菌 酶 在 97 位 有 一 个 半 胱 氨 酸 ， 将 这 个 分 子 3 位 的 异 亮 氨 酸 残 基 改 变 为 半 胱 氨 
酸 会 导致 形成 二 硫 键 ， 从 而 提高 了 酶 的 稳定 性 。 蛋 白质 工程 在 将 来 有 广阔 的 前 景 。 然 而 在 对 有 
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关 决 定 蛋 白质 折 秋 的 因素 没有 更 多 的 了 解 之 前 ， 蛋 白质 工程 的 全 部 潜力 还 不 可 能 发 挥 出 来 。 

人 组 织 纤 溶 酶 原 激活 剂 (Human tissue plasminogen activator, t-PA〉 是 一 种 重要 的 治 
疗 试剂 ， 它 就 是 一 个 利用 蛋白 质 工程 技术 进行 过 修饰 的 蛋白 质 。t-PA 是 一 种 丝氨酸 蛋白 酶 ， 
它 在 促进 纤维 蛋白 溶解 、 血 块 降解 方面 有 重要 的 作用 ( 见 第 5 章 )。 从 t-PA 内 的 特定 结构 域 
内 切除 一 个 三 肽 序列 (Tyr-Phe-Ser) 会 大 大 降低 这 个 分 子 的 血浆 清除 速度 。 天 然 tPA 在 血 
浆 中 的 半衰期 很 短 ， 这 就 要 求 其 用 法 是 延长 的 静脉 灌输 。 一 个 利用 蛋白 质 工程 改造 过 的 
CPA 有 了 更 长 的 血液 半 误 期， 其 用 法 成 为 了 单 支 的 静脉 注射 。 对 t-PA 做 了 更 多 的 修饰 之 后 
不 仅 增加 了 其 在 血液 中 的 半衰期 还 增强 了 促进 血块 溶解 的 能 力 。 

发 现 有 商业 用 途 的 工程 蛋白 质 的 另外 例子 是 嵌 合 及 人 源 化 抗体 、 长 效 或 短 效 胰岛 素 和 搞 
氧化 清洗 酶 。 在 本 书后 面 的 章节 将 讨论 这 些 例子 及 其 他 一 些 例 子 。 
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第 2 章 
蛋白 质 的 来 源 


2.1 sl 


Tij 


蛋白 质 分 离 、 鉴 定 和 /或 利用 的 前 提 是 要 有 适当 的 蛋白 质 来 源 。 在 极 少数 情况 下 ， 所 需 的 
特异 蛋白 质 来 源 于 特殊 种 类 或 是 由 非常 有 限 的 种 类 产生 [如 怀孕 母 马 血清 中 的 促 性 腺 激素 
(pregnant mare serum gonadotrophin，PMSG) 只 存在 于 马 体 中 ]， 这 时 蛋白 质 来 源 的 选择 是 特 
定 的 ; 而 大 多 数 情 况 ， 所 需 蛋白 质 可 以 在 很 多 种 类 生物 体 中 产生 ， 因 此 应 选择 蛋白 质 来 源 。 

所 需 蛋 白质 的 目的 也 影响 了 来 源 的 选择 。 如 果 目 标 蛋白 是 用 于 学 术 研 究 ， 研 究 者 总 是 选 
择 广 泛 的 蛋白 质 来 源 ， 另 一 方面 ， 一 些 科 研 项 目 由 于 本 身 特 性 ， 研 究 者 无 法 自由 选择 蛋白 质 
的 来 源 ， 如 果 蛋 白质 是 为 了 应 用 /工业 化 生产 ， 那 么 对 蛋白 质 来 源 就 应 进行 非常 认真 地 选择 。 
影响 选择 蛋白 质 来 源 的 因素 主要 包括 : 

(p 所 需 蛋 白质 的 技术 特性 : 哪 种 来 源 的 蛋白 质 生理 生化 特性 最 适 于 其 应 用 目的 呢 ? 例 
如 在 动物 饲料 中 为 了 得 到 特殊 营养 所 添加 的 许多 种 类 酶 第 12 章 )， 因 为 在 动物 消化 道中 ， 
这 些 酶 在 37'C 及 胃 和 小 肠 的 pH 范围 内 ， 具 有 很 高 的 活性 。 

C) 蛋白 质 来 源 的 实用 性 : 蛋白 质 来 源 应 该 是 实用 的 或 易于 培养 的 。 

图 产量 : 能 高 产 所 需 蛋白 质 来 源 显 然 是 最 合理 的 。 

@ 安全 : 通常 源 于 生物 体 的 蛋白 质 必 须 不 得 含有 任何 对 健康 有 害 的 副产品 。 

€) 管理 控制 ， 大 多 数 蛋 白质 产物 上 市 前 应 在 适当 的 管理 权威 机 构 注 册 。 管 理 权威 机 构 
认可 该 产品 是 安全 并 且 能 完成 其 说 明 书 效果 后 ， 对 以 注册 为 可 生产 产品 ， 其 中 蛋白 质 来 源 作 
为 权威 机 构 考 察 的 一 部 分 (尤其 是 安全 问题 )。 

© 专利 问题 : 如 果 蛋 白质 需要 申请 专利 ， 基 本 原则 是 确保 专利 的 申请 包括 生产 产 
品 的 细节 不 得 侵害 已 存在 的 专利 。 

O 消费 者 理解 观念 : 在 一 些 情况 下 ， 消 费 者 或 与 产品 来 源 相 关 的 公众 观念 能 够 影响 产 
品 的 商业 成 就 (如 重组 与 非 重 组 食品 蛋白 质 产 品 )。 

从 以 上 几 点 来 看 ， 在 商业 竞争 中 ， 无 论 是 技术 还 是 非 技术 问题 ， 对 蛋白 质 来 源 选择 的 影 
响 是 显而易见 的 。 如 果 所 需 蛋 白质 是 用 于 纯 科 学 研究 ， 那 么 非 技术 因素 如 专利 、 管 理 问题 和 
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公众 观念 是 不 重要 的 。 
重组 与 非 重 组 蛋白 

大 量 天 然 来 源 的 蛋白 质 表达 水 平 低 ， 对 其 分 离 、 研 究 和 应 用 带 来 困难 ， 而 重组 DNA 技 
术 的 出 现 克服 了 这 一 技术 障碍 ， 其 原理 是 分 离 编 码 蛋白 质 〈 已 知 或 未 知 功能 ) 的 基因 或 cD- 
NA,， 并 将 其 插 人 到 一 个 适合 的 表达 系统 中 。 目 前 ， 采 用 重组 DNA 的 方法 已 经 生产 了 大 量 
的 蛋白 质 ， 进 行 应 用 和 科学 研究 ， 重 组 DNA 技术 使 蛋白 质 产品 提高 了 3 倍 ， 其 优点 如 下 。 

(D 克服 了 来 源 问 题 : 一 些 蛋白 质 〈 如 许多 细胞 因子 ) 在 自然 条 件 下 生产 浓度 非常 低 ， 
致使 获得 大 量 的 产品 很 难 甚至 不 可 能 。 而 采用 适当 的 重组 表达 系统 则 可 以 得 以 克服 。 

@ 克服 了 来 源 安 全 的 问题 许多 蛋白 质 是 由 危险 的 或 病原 的 微生物 (如 蛇 、 各 种 病原 
微生物 等 ) 生产 的 ， 选 择 这 类 未 加 工 的 材料 是 危险 的 ， 可 能 导致 终 产品 中 有 毒 污染 物 的 存 
在 。 而 重组 产品 是 由 非 病原 、 无 毒 的 寄主 生物 生产 的 ， 可 解决 这 些 潜在 的 忧患 。 

O 促进 了 蛋白 质 氨 基 酸 序列 的 定向 修饰 : 如 第 1 章 和 第 11 章 所 述 ， 蛋 白质 工程 在 理论 
和 应 用 上 能 达到 定向 修饰 蛋白 质 氨基 酸 序列 。 

第 5 一 13 章 论 述 了 目前 利用 DNA 重组 技术 生产 的 许多 特殊 的 蛋白 质 商业 产品 ， 其 中 一 
些 见 表 2. 1。 

IG 利用 重组 DNA 技术 生产 的 商业 蛋白 质 


Í ek Sakata 
sh eC FW AK 
溶血 栓剂 (如 组 织 纤 深 酶 原 激活 剂 ,-PA) 
重组 " 亚 单位 "疫苗 (如 乙肝 表面 抗原 ) 
工程 抗体 ( 媒 合 的 和 人 源 化 抗体 ) 


血 友 病 和 别 的 血液 病 的 治疗 
治疗 心脏 病 发 作 

抗 特殊 疾病 的 疫苗 

主要 用 于 肿瘤 的 体内 检测 /治疗 


天 然 和 工程 胰岛 案 治疗 糖尿 病 (1 型 精 尿 病 ) 

生长 激素 治疗 身材 矮小 

FRR 治疗 癌症 .病毒 性 疾病 

Mu ive 用 于 确定 血液 胆固醇 水 平 

SEIL 奶 酷 生 产 n 
dp A IE OE Ae E E 添加 于 去 污 剂 以 降解 “生物 "污染 11 和 12 


mmw 添加 于 动物 饲料 降解 饮食 中 植 酸 
注 在 这 些 商 业 产 品 中 ， 一 些 只 是 通过 重组 技术 生产 的 ， 而 另 一 些 〈 如 胰岛 素 ) 是 由 非 重组 和 重组 方 
法 生产 的 。 表 中 列 出 的 蛋白 质 在 相应 章节 中 也 有 描述 。 


2. 2 ”微生物 作为 蛋白 质 的 来 源 


许多 工业 生产 的 蛋白 质 是 由 〈 非 重组 的 ) 微生物 产生 的 〈 表 2. 2)， 主 要 是 由 有 限 的 几 
类 被 称 为 GRAS (generally recognized as safe， 通 常 认 为 是 安全 的 ) 的 微生物 合成 的 。 
GRAS 微生物 包括 细菌 如 枯草 芽孢 杆菌 、 解 淀粉 芽孢 杆菌 及 其 他 的 杆菌 、 乳 酸 杆菌 和 链 竹 
Wi. GRAS 中 真菌 包括 曲霉 属 、 青 霉 属 、 毛 霉 属 和 根 霉 属 的 许多 种 ， 酵 母 如 酿酒 酵母 通常 
也 认为 是 安全 无 毒 的 。GRAS 微生物 必须 是 非 病 原 的 、 非 毒性 的 ， 并 且 不 产生 抗生素 。 由 
于 微生物 能 通过 发 酵 〈 图 2. 1) 在 相对 短 时 期 内 大 量 培养 ， 作 为 蛋白 质 来 源 它们 是 很 有 吸引 
力 的 ， 因 此 ， 微 生物 可 用 于 生产 丰富 的 、 合 格 的 所 需 蛋 白质 产品 ， 微 生物 蛋白 通常 比 源 于 植 
物 或 动物 的 相同 的 蛋白 质 更 稳定 。 此 外 ， 微 生物 比 动物 和 植物 更 易于 遗传 学 操作 。 


34 | 蛋白 质 生物 化 学 与 生物 技术 
蛋白 质 来 源 包 括 很 多 细菌 、 真 菌 和 酵母 ， 这 些 蛋白 质 具 有 医学 、 分 析 和 工业 用 途 。 表 
2.2 列 出 了 讨论 这 些 蛋 白质 的 章 号 。 
表 2.2 一 些 源 于 微生物 〈 非 重组 ) 的 商业 蛋白 质 


xax | 来 a | 应 用 
链 激 酶 各 种 溶血 性 链球 蓝 | TR ii FRI CERE if ESO 
葡 激 酶 金黄 色 葡 萄 球菌 溶血 栓剂 


破 伤风 类 毒素 破 伤 风 梭 菌 的 甲醛 处 理 的 毒素 破 伤风 疫苗 

天 冬 酰胺 酶 A CE RK SC HF PRI aR A A FF 治疗 痛 ( 白 血 病 ) | 

葡萄 精 氧 化 酶 muta | 测定 血糖 水 平 | 9 
乙醇 脱 氢 酶 | NURAERE 测定 血液 乙醇 水 平 9 
各 种 淀粉 酶 | 杆菌 和 米 曲 性 淀粉 降解 11 
各 种 蛋白 酶 | 杆菌 和 曲霉 | 用 做 降解 食品 蛋白 ,去 污 剂 或 其 他 用 途 1 
纤维 素 酶 木 霉 属 . 黑 曲霉 和 放 线 菌 降解 纤维 素 11 


许多 工业 上 重要 的 蛋白 质 是 由 微生物 发 酵 直 接 分 泌 到 培养 基 中 ， 这 些 细 胞 外 蛋白 产物 由 
于 不 需要 破坏 微生物 细胞 去 释放 蛋白 质 ， 这 大 大 简化 了 后 续 的 下 游 加 工 ， 因 此 ， 一 些 胞 外 的 
有 益 蛋 白质 产品 就 是 经 过 滤 去 除 菌 体 ， 再 通过 很 少 的 纯化 步骤 而 获得 所 需 纯度 的 终 产 
品 的 。 工 业 中 发 酵 期 间 分 泌 至 胞 外 的 蛋白 质 包括 由 杆菌 产生 的 各 种 分 解 淀粉 和 蛋白 质 的 酶 以 
E 素 酶 和 别 的 活性 物 。 


及 由 真菌 如 Trichoderma veridiae 产生 的 

而 一 些 有 益 蛋 白质 存在 于 细胞 内 ， 则 必须 在 发 酵 后 收集 细胞 并 破碎 ， 释 放出 包括 所 需 蛋 白 
质 在 内 的 细胞 内 所 有 的 内 容 物 ， 并 进行 复杂 的 纯化 过 程 而 获得 终 产品 。 工 业 上 重要 的 胞 内 蛋白 
包括 天 冬 酰胺 酶 第 6 章 )、 青 霉 素 酰 基 转移 酶 CS 12 章 ) 和 葡萄 糖 异 构 酶 第 11 章 ) 。 

蛋白 质 最 适 来 源 的 鉴定 的 传统 方法 是 进行 大 量 的 菌 种 筛选 ， 显 然 有 益 蛋 白质 的 快速 敏感 
检测 试验 通常 采用 活 ， 如 可 催化 植 酸 〈 六 磷酸 肌理 12 章 ) 降解 的 植 酸 酶 的 检 
测 ， 植 酸 盐 〈 即 肌 醇 六 磷酸 钠 或 钙 ) 与 琼脂 结合 产生 不 透明 圈 ， 植 酸 酶 快速 大 量 筛选 是 通过 
在 含有 肌 醇 六 磷酸 的 平板 上 培养 ， 植 酸 酶 的 克隆 产物 由 于 肌 醇 六 磷酸 分 解 而 在 琼脂 上 产生 
个 清晰 的 透明 圈 (图 2. 2) 


第 


图 2.1 在 生物 技术 产品 生产 中 使 用 的 图 2.2 
大 规模 生物 反应 器 采用 在 琼脂 培养 基 中 加 入 植 酸 培 养 进 行 可 生产 
照片 经 Boehringer Mannheim (UK) 允许 im SK 选 ， 由 于 植 酸 路 的 生成 ,在 真 


培养 基 上 形成 一 个 透明 轩 (参考 
照片 经 爱尔兰 Limerick 大 学 Anne 
Casey 允许 
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因此 ， 有 益 蛋 白质 的 生产 方法 为 : 首先 进行 初 第 ， 对 表达 目标 蛋白 的 微生物 菌 种 进行 鉴 
定 ， 然 后 进一步 筛选 高 产 菌株 ， 获 得 的 高 产 菌株 通常 采用 化 学 诱 变 剂 或 紫外 线 进 行 诱 变 育 
种 ， 并 分 离 产量 提高 的 正 突 变 菌株 。 正 突变 可 能 以 多 种 方法 提高 产量 ， 如 编码 所 需 蛋 白质 的 
基因 调控 序列 突变 能 导致 基因 产物 高 水 平 表达 ;， 或 者 所 需 蛋 白质 的 基因 发 生 了 突变 ， 则 其 氨 
基 酸 序列 改变 ， 在 一 些 情况 下 ， 可 能 使 蛋白 质 功能 增强 或 稳定 性 提高 。 

对 来 源 于 不 同 环境 中 的 微生物 进行 筛选 ， 通 常 有 望 获得 多 种 工业 上 的 有 益 蛋 白质 。 肥 沃 的 
土壤 是 微生物 的 大 本 营 ， 土 壤 中 最 常见 的 菌 群 是 细菌 ， 易 于 使 用 常规 方法 筛选 ， 其 中 杆菌 OL 
其 是 蜡 样 芽孢 杆菌 群 );， 由 于 符合 GRAS 要 求 适 于 生产 酶 制剂 。 土 壤 中 也 定居 着 数 百 种 真菌 ， 
特别 是 在 有 氧 的 土壤 表层 ， 这 些 真菌 能 降解 土壤 中 许多 生物 材料 ， 它 们 通过 分 泌 纤维 素 酶 和 相 
关 的 水 溶性 胞 外 酶 ， 降 解 大 量 植物 聚合 分 子 如 纤维 素 、 半 纤维 素 和 胶 质 ， 然 后 吸收 释放 的 营 
养 。 因 此 好 多 这 种 土壤 真菌 提供 了 纤维 素 酶 和 相关 的 水 解 酶 ， 成 为 有 吸引 力 的 来 源 。 

已 经 鉴定 了 多 种 工业 上 重要 蛋白 质 的 微生物 来 源 ， 并 通过 如 上 所 述 的 筛选 策略 得 以 大 量 
分 离 。 对 于 来 源 于 微生物 (或 别 的 生物 ) 的 蛋白 质 生产 ， 重 组 DNA 技术 领域 的 进展 提供 了 

-个 全 新 的 策略 。 


2.2.1 基因 工程 菌 生产 蛋白 质 


突变 育种 的 遗传 学 操作 在 提高 许多 微生物 蛋白 表达 水 平 中 起 了 重要 的 作用 ， 然 而 该 方法 
常 被 认为 是 偶然 事件 ， 研 究 者 不 能 控制 其 遗传 学 变化 。 重 组 DNA 技术 的 出 现 改 变 了 这 种 情 
况 ， 可 直接 实现 特殊 的 遗传 学 改造 ， 也 可 以 实现 蛋白 质 产量 的 提高 一 一 而 在 突变 育种 研究 中 
只 能 偶尔 实现 。 虽 然 这 些 并 不 表明 重组 技术 可 以 替代 传统 的 突变 研究 ， 但 重组 DNA 技术 是 
菌株 改良 最 适合 的 方法 。 在 菌株 改良 中 ， 传 统 的 突变 育种 将 继续 起 到 一 定 的 作用 ， 因 为 突变 
育种 时 采用 适当 的 筛选 过 程 和 适当 的 检测 所 需 蛋 白质 的 方法 ， 经 过 “反复 ”突变 法 改良 菌 
种 ， 可 以 方便 而 且 便宜 地 进行 大 量 的 试验 。 

重组 DNA 技术 有 很 多 种 方法 用 于 提高 内 源 微 生物 蛋白 的 产量 ， 这 些 方法 包括 : CONERI 
关 基 因 的 附加 拷贝 引入 微生物 ，@@ 将 相关 基因 的 一 个 拷贝 或 多 个 拷贝 引 和 人 微生物， 在 强 启动 
子 下 控制 表达 ， 该 法 能 成 倍 提高 有 益 蛋 白质 的 产量 。 但 必须 注意 ， 无 论 以 何 种 方式 努力 提高 
所 需 蛋白 质 的 表达 水 平 都 不 能 危害 正常 的 细胞 功能 ， 如 果 采 用 诱导 型 启动 子 ， 基 因 表 达 的 时 
间 可 以 调控 ， 则 可 以 将 对 正常 细胞 功能 危害 的 可 能 性 降 至 最 低 。 

将 自然 条 件 下 细胞 内 不 产生 的 重组 蛋白 称 为 异 源 蛋 白 ， 采 用 重组 的 方法 在 微生物 体内 产 
生 的 蛋白 质 几乎 都 是 异 源 蛋白 。 从 特定 的 微生物 菌 种 中 分 离 一 个 基因 /cDNA 序列 ， 然 后 用 
重组 的 方法 在 相同 种 的 菌 体内 表达 基因 产物 ， 该 方法 被 称 为 同 源 蛋 白 生 产 ， 在 自然 条 件 下 宿 
主 细胞 也 可 以 生产 这 种 重组 蛋白 ， 但 插入 多 拷贝 的 基因 或 改变 启动 子 ， 则 可 以 大 大 提高 基因 
产物 的 产量 或 克服 基因 表达 的 许多 问题 。 由 同 源 蛋 白 生 产 的 方法 生产 的 商业 化 重组 蛋白 中 ， 
代表 性 的 产品 包括 脂肪 酶 洗涤 剂 “Lipomax” 和 植 酸 酶 “Natuphos”( 第 12 R). 


2.2.2 大 肠 杆菌 生产 异 源 蛋白 


用 于 生产 异 源 蛋白 的 细菌 中 最 常见 的 是 大 肠 杆 菌 ， 这 是 由 于 传统 上 对 原核 生物 的 遗传 学 
研究 主要 集中 于 以 大 肠 杆菌 作为 模型 系统 ， 因 此 ， 对 大 肠 杆菌 的 遗传 学 特性 的 认识 比 别 的 细 
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菌 更 清楚 ， 目 前 已 构建 了 很 多 可 用 的 质粒 〈 表 2. 3)。 
表 2.3 在 大 肠 杆 菌 工程 菌 中 控制 重组 蛋白 表达 时 所 使 用 的 一 些 启动 子 


快速 诱导 ,紧密 型 调控 ,但 受 葡萄 糖 阻 过 

实现 高 表达 水 平 , 诱 导 剂 便宜 

低 表达 水 平 , 在 非 诱导 条 件 下 弱 表 达 

特性 清楚 ,高 水 平 表 达 , 但 在 非 诱 导 条 件 下 弱 表达 
特性 清楚 ,高 水 平 表达 ,但 在 非 诱导 条 件 下 弱 表 达 
高 水 平 表达 ,但 在 非 诱导 条 件 下 弱 表 达 


培养 基 中 添加 树胶 栈 精 
调整 培养 基 酸 性 pH (it 
HORAE ORE AE F2 DEUM IPTG) ;高 温 
培养 基 中 添加 IPTG; 高 温 
培养 基 中 添加 叫 嗓 丁 酸 
培养 基 中 添加 IPTG; 高 温 

一 些 情况 下 ， 编 码 有 益 蛋 白质 的 外 源 基因 或 cDNA 可 直接 与 大 肠 杆菌 的 一 个 完整 或 部 
分 基因 结合 ， 表 达 融 合 蛋白 ;而 另 一 些 外 源 基因 在 细菌 的 控制 因素 、 启 动 子 和 终止 子 等 调控 
下 转录 ， 即 直接 表达 。 直 接 表 达 产 生 的 蛋白 质 氨基 酸 序列 与 其 天 然 来 源 氨基 酸 序列 相同 ， 而 
异 源 基因 的 融合 表达 蛋白 通常 必需 经 过 化 学 或 酶 切 以 释放 出 天 然 蛋 白质 。 目前， 治疗 学 上 应 
用 的 重要 的 异 源 蛋白 几乎 都 是 由 大 肠 杆菌 生产 的 ， 其 中 许多 已 在 临床 上 使 用 ， 而 一 些 正在 进 
行 临床 试验 。 第 一 个 用 于 临床 的 异 源 蛋白 是 大 肠 杆 菌 生产 的 人 胰岛 素 ，1982 年 由 英国 、 联 
邦 德国 、 荷 兰 和 美国 管理 权威 机 构 首次 批准 它 可 以 用 于 临床 ， 其 余 的 大 肠 杆菌 产生 的 异 源 蛋 
白 见 表 2.4。 此 外 ， 同 完全 抗体 功能 相同 的 部 分 抗体 片段 现在 也 已 在 大 肠 杆 菌 表达 系统 中 得 
以 生产 ， 在 本 书后 面 的 章节 中 列举 了 更 多 的 例子 进行 详细 介绍 。 


mia 一 些 大 肠 杆 菌 生产 的 异 源 蛋 白 及 表达 水 平 


生长 语素 抑制 
MAR AS 


MAD 20 
牛 生长 激素 x 5 
人 生长 激素 : 
PLB EIN 15 
白细胞 介 素 -2 10 
肿瘤 坏死 因子 15 
BERR 15 
7 干扰 案 25 


E BE A N DL 8 


由 大 肠 杆 菌 天 然 合 成 的 蛋白 质 大 多 数 存在 于 细胞 中 ， 只 有 很 少 被 分 泌 到 细胞 周 质 ， 还 有 
少 部 分 可 分 沁 到 培养 基 中 ， 因 此 ， 大 肠 杆 菌 中 表达 的 异 源 蛋白 聚积 在 细胞 质 中 ， 占 全 部 细胞 
蛋白 质 的 25% 以 上 《〈 表 2. 4) 。 科 研 工作 者 们 已 经 在 构建 重组 蛋白 生产 系统 ， 在 使 外 源 蛋白 
能 分 泌 到 细胞 周 质 或 细胞 外 培养 基 方面 作 了 很 多 努力 ， 主要 集中 于 异 源 基因 与 大 肠 杆菌 内 生 
基因 信号 肽 的 融合 ， 使 蛋白 质 分 泌 表达 ， 而 到 目前 为 止 成 功 的 例子 很 少 。 因为 重组 蛋白 的 细 
胞 外 分 小 合理 地 简化 了 下 游 的 加 工 过 程 ， 所 以 是 人 们 研究 的 目标 。 

1. 包含 体 的 形成 

大 肠 杆 菌 产 生 的 异 源 蛋 白 具 有 极 高 的 表达 水 平 ， 在 多 数 情况 下 ， 这 些 蛋 白质 聚集 在 细胞 
质 内 ， 形 成 不 溶性 聚集 体 ， 即 包含 体 〈IB) 或 折射 体 。 包 含 体 既 不 是 蛋白 质 天 然 的 形式 也 不 
是 完全 伸展 形式 ， 而 是 经 部 分 折 秋 的 中 间 体 组 成 ， 可 通过 暗 视野 显微镜 进行 观察 特别 是 直 
径 为 lum 的 二 聚 体 )， 包 含 体 主要 由 表达 的 异 源 蛋白 〈 其 中 其 他 蛋白 含量 低 于 15%, XJ 
RNA RARD, 、 大 肠 杆菌 外 膜 蛋白 和 rRNA 组 成 。 大 肠 杆 菌 中 重组 蛋白 形成 包含 体 的 原因 
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尚 不 清楚 ， 最 可 能 的 形成 因素 包括 : 

O 重组 蛋白 在 胞 内 高 浓度 的 积累 可 能 引起 非特 异性 沉淀 的 产生 ; 

© 没有 足够 的 分 子 伴侣 / 折 又 酶 参与 部 分 折 秋 中 间 体 的 聚集 ; 

@ 由 于 胞 内 的 还 原 态 环境 阻止 了 二 硫 键 的 形成 ; 

图 缺乏 翻译 后 修饰 酶 ， 产 生 不 稳定 的 〈 真 核 的 ) 异 源 蛋白 产物 。 

包含 体 的 形成 并 不 都 是 负 现象 ， 因 为 包含 体 密度 很 大 ， 易 于 在 低 离心 力 下 沉淀 ， 利 于 快 
速 和 有 效 地 提取 蛋白 聚集 体 ， 尤 其 是 在 细胞 均 质 后 的 低速 离心 。 包 含 体 比 细胞 破碎 后 残余 体 
沉淀 快 ， 包 含 体 离心 沉淀 物 经 重 悬 ， 并 在 转速 为 500 一 1000g 条 件 下 ， 离 心 洗涤 数 次 以 减少 
沉淀 中 细胞 物质 。 细 胞 碎片 遗留 物 的 存在 对 蛋白 质 产品 是 很 不 利 的 ， 原 因 有 以 下 几 点 : 

CD 细胞 壁 相关 蛋白 酶 / 肽 酶 能 降解 产品 ， 

© 细胞 碎片 可 能 阻塞 用 于 纯化 重组 蛋白 的 层 析 柱 ; 

@ 细胞 膜 中 含有 脂 多 糖 (用 于 治疗 学 的 蛋白 质 是 不 允许 有 的 ,第 4 章 ) 。 

包含 体 分 离 后 ， 使 用 变性 剂 溶解 聚积 的 多 肽 。 变 性 剂 包括 尿素 、 盐 酸 县 、 各 种 去 垢 剂 和 
有 机 溶剂 ， 并 在 碱 性 pH 条 件 下 温 育 。 包 含 体 一 旦 溶解 ， 就 应 采用 如 透析 、 稀 释 或 抽 滤 等 方 
法 将 变性 剂 缓慢 去 除 。 适 当 的 诱导 条 件 可 促进 蛋白 质 复 性 为 具有 生物 活性 的 构 型 。 复 性 的 适 
宣 条 件 因 蛋白 质 不 同 而 变化 ， 因 而 不 能 保证 复 性 蛋白 质 的 产量 都 很 高 ， 尤 其 是 大 蛋白 正确 复 
性 为 活性 形式 的 确 是 一 个 复杂 的 过 程 。 因 此 ， 许 多 高 分 子 量 蛋白 质 如 抗体 和 人 骨 因 子 在 哺乳 动 
物 细胞 培养 系统 中 生产 可 能 会 更 好 一 些 。 

有 几 种 方法 可 在 大 肠 杆菌 中 表达 可 溶性 异 源 绰 白 ， 其 中 一 些 方法 适 于 所 有 类 型 的 蛋白 质 
(如 辅 因 子 的 内 含 物 ， 见 下 述 ) ， 而 有 些 方法 只 适 于 几 种 特殊 的 蛋白 质 ， 且 成 功率 较 低 ， 这 些 
方法 包括 ， 

CD 通过 试验 确定 最 准确 的 表达 系统 :准确 的 宿主 菌株 、 质 粒 和 质粒 拷贝 数 、 启 动 子 序 
列 都 影响 着 产品 表达 的 水 平 以 及 产品 聚积 形成 包含 体 的 趋势 。 

O 所 需 蛋 白质 以 融合 蛋白 进行 表达 : 所 需 蛋白 质 与 宿主 细胞 质 中 天 然 蛋 白质 〈 高 溶解 
性 的 ) 融合 表达 能 一 定 程度 上 防止 包含 体 的 形成 。 

@ 分 子 伴 个 的 共 表 达 可 提高 异 源 蛋白 的 溶解 度 〈 见 第 1 章 )。 

@ 需要 辅 因子 的 重组 蛋白 : 可 通过 增加 细胞 内 辅 因子 的 产生 量 (或 外 部 添加 辅 因子 》 
以 提高 蛋白 质 的 溶解 度 。 

© 在 低 于 生长 最 适 温度 下 培养 重组 细胞 : 将 大 肠 杆 菌 的 生长 温度 从 37°C Re E 30°C LAE 
培养 ， 常 可 阻碍 包含 体 的 形成 。 

2. 大 肠 杆菌 生产 异 源 蛋 白 的 其 他 特性 

从 理论 上 讲 ， 大 肠 杆菌 可 以 成 为 任何 工业 上 有 益 蛋 白质 的 来 源 。 然 而 ， 利 用 遗传 修饰 的 
大 肠 杆菌 作为 一 些 蛋白 质 来 源 仍 存在 许多 缺点 〈 表 2. 5) 。 正 如 前 面 讨论 的 ， 缺 点 之 一 就 是 
形成 包含 体 。 


mls 大 肠 杆菌 生产 异 源 蛋 白 的 优 缺点 


重组 蛋白 以 包含 体形 式 在 细胞 内 聚集 
不 能 进行 蛋白 质 翻 译 后 修饰 
重组 蛋白 与 公众 理念 相悖 


大 肠 杆 菌 遗 传 特 性 了 解 清楚 
已 成 功 建立 了 适合 的 发 酵 技 术 
能 不 受 限 制 地 生产 重组 蛋白 
经 济 前 景 很 诱 人 
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另 一 个 缺点 就 是 大 肠 杆 菌 不 能 表达 翻译 后 修饰 的 真 核 细 胞 重组 蛋白 。 大 肠 杆菌 不 能 
使 蛋白 质 (第 1 章 ) 糖 基 化 、 栈 胺 化 或 乙酰 基 化 ， 天然 来 源 的 真 核 蛋白 正常 情况 下 都 经 
过 翻译 后 修饰 ， 而 在 大 肠 杆 菌 中 生产 则 没有 这 种 修饰 ， 这 样 可 能 影响 也 可 能 不 影响 异 源 
蛋白 的 生物 活性 。 正常 糖 基 化 的 糖 蛋白 8 干扰 泰和 白细胞 介 素 -2， 在 大 肠 杆 菌 中 生产 时 ， 
尽管 没有 经 过 糖 基 化 ， 但 依然 具有 生物 活性 。 然 而 糖 基 化 作用 是 许多 真 核 蛋白 共有 的 特 
性 ， 在 一 些 情况 下 ， 不 经 过 糖 基 化 作用 可 能 改变 重组 蛋白 的 生物 学 特性 ， 尤 其 对 于 用 于 
医疗 学 目的 的 蛋白 质 更 值得 注意 。 一 部 分 碳水 化 合 物 或 糖 基 化 作用 修饰 的 缺乏 ， 很 可 能 
引起 分 子 生物 活性 的 修饰 ， 改 变 其 半衰期 或 免疫 原 性 ， 从 而 使 蛋白 质 在 水 溶液 中 溶解 性 
降低 和 /或 更 易于 被 蛋白 酶 降解 。 

大 肠 杆菌 生产 重组 蛋白 也 可 能 在 N 端 添加 一 个 特殊 的 氨基 酸 残 基 〈 甲 硫 氨 酸 )， 这 是 因 
为 在 大 肠 杆菌 中 通常 翻译 起 始 于 N- 甲 酸 基 - 甲 硫 氨 酸 残 基 ， 虽 然 大 肠 杆菌 菌 体内 具有 最 终 去 
除 附加 氨基 酸 的 去 甲酸 化 酶 ,但 是 对 于 异 源 蛋 白 的 加 工 ， 这 种 切除 是 无 效 的 ， 因 而 重组 蛋白 
NN 端 甲 硫 氨 酸 的 存在 也 可 能 会 改变 其 生物 活性 。 

3. 异 源 蛋 白 在 除 大 肠 杆 菌 外 别 的 细菌 中 的 生产 

除 大 肠 杆菌 外 ,许多 细 菌 都 能 用 作 表达 系统 。 由 于 人 们 对 这 些 菌 的 特性 了 解 得 不 如 大 肠 
杆菌 清楚 ， 因 而 对 它们 的 应 用 程度 也 比较 简单 。GRAS 级 细菌 的 表达 系统 最 吸引 人 ， 目 前 
已 经 有 许多 蛋白 质 是 由 安全 的 食品 级 细菌 〈 如 乳酸 乳 球菌 和 谷 氨 酸 棒状 杆菌 等 ) 生产 的 〈 至 
少 在 研究 水 平 上 )。 此 外 ， 由 于 杆菌 可 以 天 然 分 泌 大 量 胞 外 蛋白 〈 其 中 很 多 胞 外 蛋白 在 工业 
中 很 重要 ， 第 11 章 和 第 12 章 )， 人 们 还 开展 了 在 各 种 杆菌 中 生产 重组 蛋白 的 工作 ,已 经 做 
了 很 多 试验 研究 它们 的 工业 化 培养 , “Lumafast” (脂肪 酶 洗涤 剂 的 商品 名 称 ) 就 是 由 杆菌 
(第 12 章 ) 生产 的 重组 蛋白 。 利 用 杆菌 生产 异 源 蛋 白 的 缺点 是 杆菌 易于 合成 高 水 平 的 、 能 降 
解 异 源 蛋 白 的 内 源 蛋白 酶 。 此 外 ， 还 有 研究 报道 用 链 霉 菌 〈 革 兰 阳性 的 土壤 微生物 ) 生产 多 
种 异 源 蛋白 生产 ， 这 些 非 病 原 的、 特性 相对 清楚 的 微生物 能 大 量 分 沁 细 胞 外 蛋白 ， 然 而 ， 其 
中 大 多 数 重组 表达 水 平 是 非常 低 的 [通常 为 mg/L 级 〈 以 发 酵 液 计 )]。 


2.2.8 酵母 菌 生产 异 源 蛋 白 


酵母 细胞 也 可 以 作为 主要 的 宿主 生产 异 源 蛋白 ， 因 为 ， 

D 它们 具有 同 大 肠 杆菌 表达 系统 相同 的 优点 ， 

© 酵母 ， 如 酿酒 酵母 是 属于 GRAS 级 的 ; 

@ 许多 酵母 在 传统 的 牛 物 技术 加 工 如 酿酒 和 焙 烤 中 起 重要 的 作用 ;对 于 它 们 的 发 醇和 
操作 已 经 积累 了 大 量 的 技术 经 验 和 资料 ; 

D 酵母 的 分 子 生物 学 已 经 历 了 多 年 的 科学 研究 ; 

© 酵母 细胞 不 同 于 大 肠 杆 菌 等 原核 细胞 ， 它 具有 亚 细 胞 器 官 ， 能 进行 翻译 后 修饰 。 

最 早 用 于 生产 绝 大 多 数 异 源 蛋 白 的 酵母 是 酿酒 酵母 ， 由 于 其 在 传统 工业 中 的 重要 性 ， 因 
而 它 是 所 有 酵母 中 研究 最 清楚 的 ， 人 们 用 重组 DNA 方法 生产 的 第 -- 个 疫苗 〔 乙 型 肝炎 表面 
抗原 ,第 5 BO 就 是 由 酿酒 酵母 生产 的 。 虽 然 已 经 有 许多 异 源 蛋 白 在 酿酒 酵母 中 成 功 地 生产 
CR 2. 6)， 而 这 个 体系 同时 也 存在 很 多 缺点 〈 表 2. 7)。 

CD 异 源 蛋 白 的 表达 水 平 低 ， 通 常 占 细 胞 总 蛋白 的 5%% 以 下 ， 比 在 大 肠 杆菌 中 低 很 多 ， 

O 许多 由 酿酒 酵母 生产 和 分 泌 的 异 源 蛋 白 不 是 释放 到 培养 基 中 ， 市 是 存在 于 细胞 周 质 ， 
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尤其 是 高 分 子 量 的 异 源 蛋白 ， 这 使 下 游 加 工 过 程 更 复杂 ; 

O 虽然 酵母 系统 能 进行 翻译 后 修饰 ， 如 糖 基 化 作用 ， 但 应 注意 ， 蛋 白质 被 修饰 的 水 平 
和 类 型 与 它们 天 然 来 源 所 进行 的 修饰 并 不 完全 相同 ， 这 种 翻译 后 修饰 的 变异 可 能 会 影响 该 异 
源 蛋 白 的 生物 特性 。 
表 2.6 采用 重组 技术 在 酵母 菌 中 (至 少 在 研究 水 平 上 〉 生产 重要 的 治疗 用 蛋白 质 


乙肝 表面 抗原 B 酿酒 醇 母 , 巴 斯 德 毕 赤 醇 母 , 多 形 汉 逊 酵母 
流行 性 感冒 病毒 的 血 凝 率 anes 
脑 灰 质 炎 ,VP2 酿酒 酵母 
胰岛 家 酿酒 酵母 
人 生长 激素 酿酒 酵母 
抗体 /抗体 片段 酿酒 酵母 
人 神经 生长 因子 酿酒 酵母 
人 表皮 生长 因子 酿酒 酵母 
a FRR 酿酒 酵母 
白细胞 介 素 -2 酿酒 酵母 
AWF 酿酒 酵母 ,裂变 酵母 
人 血清 白 蛋白 酿酒 酵母 ,多 形 汉 示 酵 母 ,乳酸 克 鲁 维 酵母 
KER REE, IE TL T AE 
mi- 抗 胰 蛋 白 酶 酿酒 酵母 
组 织 纤 溶 酶 原 激活 剂 酿酒 酵母 ,乳酸 克 鲁 维 酵母 
链 激酶 巴 斯 德 毕 赤 醇 母 
肿瘤 坏死 因子 巴 斯 德 毕 赤 醇 母 
破 伤风 毒素 片段 C Wi A 
R27 酵母 菌 生产 异 源 蛋白 质 的 优 缺 点 
Zu x UU Ed 
全 的 级 的 (GRAS) 重组 蛋白 通常 表达 水 平 较 低 
在 许多 生物 技术 应 用 中 历史 悠久 许多 蛋白 质 分 认 到 细胞 周 质 
发 醇 技 术 已 被 完整 建立 重组 技术 生产 的 蛋白 质 与 公众 理念 相 属 
能 实施 重组 蛋白 的 翻译 后 修饰 一 些 翻译 后 修饰 的 蛋白 质 与 动物 细胞 生产 的 天 然 虱 白质 差异 很 大 


除 最 常用 的 酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 外 ， 还 有 几 种 别 的 酵母 也 用 于 生产 工 
业 上 有 益 的 异 源 蛋 白 ， 包 括 : 多 形 汉 逊 酵 母 〈 Fansenula polymorpha), 3,889 fe HE BERE 
(Kluyveromyces lactis)、 巴 斯 德 毕 赤 酵母 (Pichia pastoris)、 裂 变 酵母 (Schizosaccharo- 
myces pombe), WHERE} (Schwanniomyces occidentalis) 和 Yarrowia lipolitica， 在 一 些 
特殊 情况 下 ， 与 酿酒 酵母 相 比 ， 这 些 酵母 表达 系统 可 以 提高 糖 基 化 特性 。 然 而 ， 酵 母 表达 系 
统 是 否 是 最 合适 的 异 源 蛋白 表达 系统 仍 存在 争议 。 


2.2.4 真菌 生产 异 源 蛋白 


丝 状 真 著作 为 异 源 基因 表达 的 宿主 ， 原 因 如 下 : 

D 它们 具有 异 源 蛋白 翻译 后 修饰 的 功能 ; 

四 丝 状 真菌 许多 是 GRAS 级 的 ; 

@@ 多 年 来 被 广泛 地 应 用 于 工业 化 生产 各 种 酶 以 及 别 的 初级 和 次 级 代谢 产物 (如 维生素 、 
各 种 有 机 酸 、 抗 生 素 和 生物 碱 ); 
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© 与 酿酒 酵母 和 大 肠 杆 菌 相 比 ， 丝 状 真菌 能 合成 并 分 泌 大 量 的 蛋白 质 到 细胞 外 培养 
EI 

C) 异 源 蛋 白 的 胞 外 分 小 简化 了 后 序 产品 的 纯化 ; 

© 已 知 一 些 工业 菌株 如 黑 曲霉 等 可 天 然 生 产 20g/L 发 酵 液 以 上 的 葡 糖 糖化 酶 ; 

CD 由 于 在 工业 中 的 重要 性 ， 这 些 真菌 大 规模 发 酵 系统 已 经 过 长 时 期 的 发 展 和 优化 。 

目前 ， 大 量 工业 和 医药 上 重要 的 蛋白 质 已 经 在 许多 真菌 菌 种 中 进行 了 异 源 生产 ， 最 显著 
KERER AR 2. 8) 。 通 过 将 有 益 基 因 与 真菌 强 启动 子 连 接 ， 如 真菌 淀粉 酶 启动 子 ， 从 而 
使 蛋白 质 产量 最 高 ， 虽 然 这 些 蛋 白质 产物 具有 适当 的 信号 肽 序列 ， 可 以 分 泌 到 培养 基 中 并 有 具 
有 生物 活性 ， 但 表达 水 平 却 有 些 令 人 失望 ， 已 报道 的 真菌 异 源 蛋白 表达 量 为 每 升 培养 液 几 百 
毫克 到 lg 以 上 。 
表 2.8 在 重组 真菌 系统 中 表达 的 一 些 工业 上 重要 的 
mun gi 


质 


P P 
APR cr 
ELM mina , 构 果 曲霉 
RAAME KRE) ith 
dh ED EO OK th 
乳 铁 蛋 白 i Sah 


具 生 物 活性 的 重组 GREIO E A ERA KP AA EBE h T CIE PA E 
高 水 平 表达 的 结果 。 大 多 数 丝 状 真菌 可 以 产生 大 量 的 胞 内 和 胞 外 蛋白 水 解 酶 ， 不 同 真菌 产生 
的 蛋白 酶 谱 是 不 同 的 。 人 们 通过 经 典 的 突变 和 坡 基 因 失 活 技术 已 经 构建 了 真菌 低 蛋白 酶 菌 
株 ， 其 蛋白 酶 水 平 比 正常 值 低 5% ， 并 已 证 明 这 些 菌 株 更 适 于 作为 表达 对 蛋白 酶 敏感 的 重组 
蛋白 的 宿主 。 

在 真菌 〈 以 及 别 的 微生物 ) 菌 种 中 异 源 蛋白 低产 量 的 另 一 个 原因 也 可 能 是 由 于 密码 
子 的 偏好 性 ， 即 一 个 菌 种 所 使 用 的 氨基 酸 特殊 密码 子 与 别 的 已 知 遗传 信息 的 菌 种 相 比 是 
不 同 的 。 

人 乳 铁 蛋白 Chuman lactoferrin, hLF) 是 一 个 具有 工业 意义 的 蛋白 质 ， 已 经 在 米 曲霉 
和 黑 曲霉 中 成 功 地 进行 了 表达 。hLF 是 一 个 分 子 质量 为 78ku 的 结合 铁 的 糖 蛋白 ， 最 早 发 现 
于 牛奶 ， 也 存在 于 眼泪 和 唾液 等 体液 中 。 对 hLF 确切 的 生物 作用 仍 有 争议 ， 其 功能 包括 促 
进 肠 道 对 铁 的 吸收 、 防 止 微生物 感染 以 及 由 于 铁 的 去 除 而 抑制 需 铁 微生物 的 生长 。 正 常人 乳 
中 她 铁 蛋 白 标准 含量 达 1g/L 以 上 ， 而 牛乳 中 含量 较 低 ， 这 可 能 也 是 为 什么 母乳 喂养 的 婴儿 
总 是 比 牛 乳 喂 养 的 观 儿 身体 好 的 一 个 原因 ， 如 果 今后 在 饮食 中 添加 重组 乳 铁 蛋 白 则 可 以 改变 
这 种 营养 情况 。 


2.3 ”植物 蛋白 质 


植物 是 很 多 具 生 物 活性 分 子 的 传统 的 来 源 ， 其 中 最 著名 的 是 麻醉 剂 如 鸦片 。 鸦 片 粗 制 品 
是 由 生长 于 亚洲 (包括 印度 和 中 国 ) 的 特定 种 类 植物 未 成 熟 的 萌 果 产生 的 乳白 色 分 泌 物 ， 经 
干燥 后 而 制 成 的 。 鸦 片 中 最 重要 的 医药 成 分 是 生物 碱 一 一 吗啡 通常 采用 离子 交换 层 析 从 鸦 
片 粗 制 品 中 提取 和 纯化 。 
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高 等 植物 不 被 作为 许多 商业 上 重要 蛋白 质 的 生产 者 ， 因 为 : 

O 许多 工业 重要 蛋白 质 既 可 以 在 植物 中 合成 ， 也 可 以 在 许多 别 的 生物 中 合成 ， 多 数 情 
况 下 ， 来 源 的 选择 应 考虑 技术 和 经 济 两 方面 的 因素 。 

Q 在 自然 界 ， 植 物 的 生长 是 季节 性 的 ， 因 此 无 法 不 断 地 提供 材料 来 源 。 

图 高 等 植物 在 生长 过 程 中 同时 在 液 泡 中 积累 排泄 物 ， 细 胞 分 解 这 些 排泄 物 时 ， 产 生 大 
量 的 沉淀 剂 和 变性 剂 ， 常 使 植物 蛋白 发 生 不 可 逆 的 失 活 。 

尽管 有 以 上 的 缺点 ， 但 是 还 有 许多 工业 重要 的 蛋白 质 是 从 植物 中 获得 的 ， 如 两 个 植 
物 蛋 白 应 乐 果 甜 蛋白 和 奇异 果 甜 蛋白 ,它们 被 认为 是 最 甜 的 天 然 产 物 ， 在 食品 工业 
中 具有 实际 的 或 潜在 的 用 途 ， 详 见 后 述 (第 13 章 )。 此 外 ,已 在 大 麦 中 广泛 应 用 的 上演 
粉 酶 就 是 由 许多 高 等 植物 产生 的 ， 该 酶 在 淀粉 加 工业 (第 11 章 ) 中 起 重要 作用 。 然 
而 ,工业 规模 生产 的 植物 蛋白 在 技术 上 最 成 熟 的 仍然 是 蛋白 水 解 酶 一 一 木瓜 蛋白 酶 
(papain) 。 

木瓜 蛋白 酶 ， 也 被 称 为 植物 胃 和 蛋白 酶 ， 源 于 Carica papaya 的 绿色 果实 和 叶子 的 乳液 ， 
1937 年 首次 由 美国 A. K. Balls 及 其 合作 者 分 离 并 描述 了 其 特性 ， 它 是 一 个 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 
(第 11 章 )， 活 性 位 点 包括 一 个 主要 的 半 胱 氨 酸 残 基 ， 其 还 原 态 具 有 蛋白 水 解 活性 ， 是 由 
212 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 单 肽 链 ， 分 子 质量 为 23ku， 木 瓜 蛋 白 酶 不 仅 是 指 纯化 的 酶 ， 也 用 
于 指 其 乳液 的 干 粗 制 品 。 木 瓜 蛋白 酶 在 工业 中 具有 广泛 的 用 途 ， 最 有 名 的 是 用 做 肉 的 嫩 化 
剂 。 胶 原 蛋 白 是 动物 主要 的 结构 蛋白 ， 占 誉 椎 动物 总 蛋白 的 1/3 以 上 ， 存 在 于 组 织 和 血管 连 
接 处 而 使 肉 强硬 第 11 章 )， 木 瓜 蛋 白 酶 在 进行 嫩 化 作用 时 ， 直 接 对 胶原 蛋白 发 挥 蛋白 水 解 
酶 活性 。 木 瓜 蛋 白 酶 最 适 温度 比较 高 (650), ， 甚 至 可 达 90'C 以上。 因为 木瓜 蛋白 酶 是 热 稳 
定性 的 ， 所 以 在 食品 煮 制 早期 仍 具 蛋 白水 解 活性 。 木 瓜 蛋白 酶 也 应 用 于 其 他 重要 的 工业 加 工 
中 ， 如; 

D 肉 的 嫩 化 作用 ; 

© 动物 去 皮 ， 

@ 饮料 澄清 ; 

© 辅助 消化 ; 

O 坏死 组 织 去 除 剂 (清理 伤口 )。 

无 花 果 蛋白 酶 是 源 于 天 然 植物 的 另 一 个 有 商业 价值 的 蛋白 酶 ， 通 常 是 从 热带 树木 的 乳液 
中 提取 的 ， 和 木瓜 蛋白 酶 一 样 ， 也 是 一 个 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 ， 它 表现 出 比 木瓜 蛋白 酶 更 高 的 蛋 
白水 解 活性 ， 而 其 在 工业 应 用 中 则 比较 少 。 纯 的 无 花 果 蛋白 酶 分 子 量 约 25ku, “ficin” (无 
花 果 蛋 白 酶 ) 不 仅 指 纯 品 酶 而 且 也 包括 乳液 粗 提 物 ， 木 瓜 蛋 白 酶 和 无 花 果 蛋 白 酶 在 工业 大 规 
模 应 用 时 不 要 求 高 纯度 的 酶 产品 。 植 物 酶 ， 尤 其 是 那些 指定 用 于 食品 加 工业 的 酶 ， 必 须 源 于 
无 毒 的 、 可 食用 的 植物 种 类 。 


植物 生产 异 源 蛋白 
重组 DNA 技术 的 优势 不 仅 利于 微生物 也 利于 真 核 细胞 的 遗传 学 操作 ， 目 前 有 许多 不 同 


的 异 源 蛋白 和 肽 至 少 在 研究 水 平 上 已 在 植物 中 进行 了 生产 。 植 物 系统 的 遗传 学 操作 ， 通 过 引 
入 外 源 基 因 或 cDNA 可 以 赋予 物种 新 的 功能 或 能 力 。 新 DNA 序列 可 通过 几 种 方式 引入 植物 
细胞 ， 包 括 使 用 农 杆菌 作为 载体 或 DNA. 直接 注射 公 特 定 的 植物 细胞 中 ， 例如， 使 用 这 些 技 
术 可 以 操纵 植物 生产 杀 虫 剂 ， 一 旦 表达 就 可 对 植物 起 到 保护 作用 。 植 物 也 可 以 用 于 生产 有 益 


的 异 源 蛋白 K 2. 9). 
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表 2.9 在 植物 中 利用 重组 方法 生产 的 一 些 工业 或 医学 上 有 用 的 蛋白 质 


a- 淀 粉 酶 AF 占 时 子 可 溶性 蛋白 的 0. 3% 
USE 小 牛 占 可 溶性 蛋白 的 0. 5% 

环 糊 精 糖 基 转 移 酶 肺炎 克 氏 杆菌 占 可 溶性 块茎 蛋白 的 0. 01% 
红细胞 生成 素 占 可 溶性 蛋白 的 0.003% 

葡 糖 淀粉 酶 无 报道 

生长 激素 占 叶子 可 溶性 重 白 的 0. 156 
乙肝 表面 抗原 占 叶子 可 溶性 蛋白 的 0. 007% 
TER BFK SE HKE) 占 种 子 重量 的 1. 0 和 % 
BFR 人 占 全 蛋白 的 0. 00002 % 

ee LJ 占 叶子 组 织 的 0.003% 

植 酸 酶 mw 占 叶 子 可 溶性 蛋白 的 14. 496 
血清 白 蛋 白 人 右 叶 子 可 溶性 蛋白 的 0. 02% 
HO NE JAEN 占 时 子 可 溶性 蛋白 的 4.1% 


Xa. 在 很 多 情况 下 ， 利 用 重组 方法 还 没有 进行 商业 化 生产 ，Kusandi A$ (1997) 为 实践 应 用 ， 采用 
改良 的 方法 在 转基因 植物 中 生产 重组 蛋白 ; Biotechnol. Bioeng. 56 (5), 473—483. 


采用 重组 DNA 技术 生产 的 蛋白 质 被 利用 的 方法 有 两 种 : 四 和 蛋白质 能 从 植物 组 织 中 提 
取 、 纯 化 如果 需要 的 话 )， 然 后 使 用 ，@ 重 组 植物 组 织 能 作为 蛋白 质 的 来 源 直接 使 用 [如 
通常 由 微生物 发 本 生产 的 (第 12 章 )， 添 加 于 动物 饲料 中 的 酶 在 植物 种 子 中 表达 ， 可 直接 用 
来 饲 喂 动物 ] 。 

同样 ， 植 物 生产 的 重组 蛋白 也 具有 优点 和 缺点 〈 表 2. 10)， 表 中 列 的 一 些 缺 点 反映 的 是 
与 直接 从 天 然 植物 中 提取 的 蛋白 质 应 用 有 关 的 问题 ， 此 外 其 余 的 缺点 包括 低 的 表达 水 平 、 与 
翻译 后 修饰 有 关 的 问题 及 关于 植物 重组 蛋白 的 提取 和 纯化 尚 缺 乏 工 业 化 试验 等 问题 。 在 大 多 
数 情况 下 ， 有 报道 显示 重组 蛋白 表达 水 平 非常 低 ( 表 2. 9)， 为 了 寻找 有 商业 价值 的 生产 方 
法 ， 重 组 蛋白 应 该 在 植物 组 织 中 以 一 定 水 平 、 至 少 应 占 总 的 可 溶性 蛋白 质 (total soluble 
proteins, TSP) 百 分 之 几 的 水 平 积累 。 到 目前 为 止 ， 大 多 数 重组 蛋白 的 表达 水 平 远 远 低 于 
TSP 的 1%。 然 而 ， 植 酸 酶 14. 4% TSP) MARM (4% TSP 的 表达 水 平 高 ， 它 们 的 
成 功 说 明 在 植物 中 高 水 平 表 达 是 可 以 达到 的 。 


表 2.10 转基因 植物 生产 重组 蛋白 的 主要 优 缺 点 


a 


Pace rn ana ET. 

产品 投资 更 经 通常 表达 水 平 较 低 

易于 规模 化 生产 糖 基 化 模型 不 同 于 动物 的 糖 蛋白 

可 以 利用 已 建立 的 实践 /植物 收获 仪器 /贮存 等 技术 缺乏 工业 化 经 验 和 植物 组 织 下 游 加 工 的 规模 化 试验 数据 
如 果 以 含 重组 蛋白 的 植物 直接 作为 蛋白 质 来 源 可 消除 植物 生长 的 季节 性 和 地 理 特性 

下 游 的 加 工 过 程 

可 进行 蛋白 质 产物 的 破位 生产 / 积 束 在 植物 的 特殊 组 织 在 植物 的 液 泡 中 存在 有 毒 的 物质 

可 实施 翻译 后 修饰 已 建立 的 可 用 的 或 可 选择 的 生产 系统 较 少 


基于 植物 的 表达 系统 在 程度 和 成 分 上 ) 不 同 于 动物 细胞 的 糖 基 化 模型 ， 重 要 的 是 这 种 
恋 化 了 的 糖 基 化 模型 是 否 对 重组 蛋白 产物 有 负面 影响 ， 对 于 医疗 学 上 重要 的 精 蛋 白 这 点 尤为 
重要 ， 因 为 改变 了 的 糖 基 化 模型 可 能 影响 产物 的 安全 性 和 或 ) 功效。 在 植物 糖 蛋 白 的 研究 
中 发 现 特殊 的 低 聚 糖 表 位 通常 对 哺乳 动物 具有 高 免疫 原 性 ， 这 表明 一 些 应 用 于 治疗 学 的 哺乳 
动物 糖 蛋白 如 果 在 植物 细胞 中 表达 ， 很 可 能 对 动物 具有 免疫 原 性 。 
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目前 ， 对 植物 中 重组 蛋白 的 大 规模 生产 缺乏 工业 化 经 验 和 试验 ， 从 应 用 角度 讲 ， 这 也 是 
植物 生产 异 源 蛋 白 的 一 个 缺点 。 很 多 公司 生产 商品 化 蛋白 质 常 采用 微生物 或 动物 细胞 培养 
《或 从 整个 动物 组 织 中 提取 )， 他 们 重金 投资 于 生产 设备 ， 而 用 于 研究 植物 表达 系统 方面 的 投 
资 太 少 了 。 此 外 ， 对 于 治疗 学 蛋白 ， 权 威 管理 机 构 已 经 认定 植物 表达 系统 可 以 生产 安全 的 和 
有 治疗 学 效果 的 产品 。 

尽管 存在 很 多 缺点 ,但 仍 有 许多 强 有 力 的 论据 支持 植物 的 重组 表达 系统 。 转 基因 植物 一 
且 产 生 〈 可 在 安全 水 平 表达 重组 产物 )， 则 上 游程 序 的 花费 〈 也 就 是 植物 的 生长 过 程 》 是 很 
低 的 ， 只 需要 扩大 农作物 的 播种 面积 即 可 提高 蛋白 质 产量 ， 蛋 白质 生产 也 将 不 再 受 昂贵 的 仪 
器 和 生产 设备 的 约束 ， 只 需 直 接 使 用 已 有 的 收获 设备 进行 收获 。 

在 植物 系统 中 重组 蛋白 的 合成 主要 依赖 于 蛋白 质 的 表达 水 平和 所 用 植物 的 种 类 ， 上 游程 
序 (也 就 是 生长 ) 的 成 本 估算 比 在 大 肠 杆 菌 中 合成 便宜 10 一 50 倍 ， 这 是 非常 经 济 的 ， 尤 其 
是 当 蛋 白质 的 价格 对 它 本 身 很 重要 ， 而 且 应 用 中 对 其 的 下 游 加 工 要 求 很 低 的 蛋白 质 〈 例 如 ， 
植物 经 收获 后 直接 作为 重组 蛋白 来 源 ， 而 不 需 任何 纯化 过 程 )。 而 对 于 那些 需要 进行 重要 的 
下 游 加 工程 序 的 蛋白 质 〈 如 治疗 用 蛋白 质 ， 需 要 纯化 到 同 质 ) ， 则 必须 花费 很 多 资金 ， 下 游 
加 工程 序 的 成 本 占 总 生产 成 本 的 80%% 甚 至 更 多 。 植 物 中 重组 蛋白 的 生产 不 必 经 过 下 游程 序 
时 ， 成 本 低 于 其 他 别 的 表达 系统 。 

重组 蛋白 在 特定 的 植物 组 织 中 的 靶 位 表达 能 力也 是 植物 异 源 蛋白 生产 的 一 个 优势 ， 这 样 
可 以 降低 蛋白 质 对 植物 的 毒性 并 减少 环境 管理 方面 的 问题 〈 例 如 ， 蛋 白质 经 过 植物 花粉 而 释 
放 到 通常 环境 中 )。 由 于 高 等 植物 的 天 然 种 子 价格 便宜 ， 它 包含 了 大 量 的 贮藏 蛋白 ， 种 子 收 
获 后 可 以 贮藏 很 长 时 间 且 不 会 引起 蛋白 质 降解 ， 而 植物 的 绿色 组 织 则 通常 在 收获 后 迅速 腐 
烂 ， 因 此 蛋白 质 在 植物 种 子 中 的 靶 位 积聚 尤其 吸引 人 们 的 注意 。 绿 色 组 织 中 的 重组 产物 要 求 
在 收获 后 应 迅速 进行 蛋白 质 的 提取 ， 或 在 制冷 或 冷冻 条 件 下 贮藏 或 收获 。 

植物 中 最 早生 产 的 转基因 肽 产品 就 是 亮 氨 酸 脑 啡 肽 ， 是 成 功 地 将 其 DNA 编码 序列 插入 
到 一 个 种 子 贮存 蛋白 2S 白 蛋白 的 基因 编码 区 生产 而 成 的 。2S 白 蛋白 家 族 是 已 知 最 小 的 种 子 
贮存 蛋白 ， 分 子 质量 为 12ku， 这 个 家 族 源 于 一 群 结 构 相 关 的 基因 一 一 都 具有 保守 序列 和 可 
变 序 列 ， 可 变 区 的 序列 和 长 度 都 是 可 变 的 。 生 产 亮 氨 酸 脑 罪 肽 的 策略 是 用 编码 5 个 氨基 酸 的 
神经 激素 的 DNA 序列 替换 这 个 可 变 区 序列 ， 构 建 的 DNA 两 侧 是 编码 胰 蛋 白 酶 酶 切 位 点 的 
密码 子 ， 改 建 后 的 2S 白 蛋白 基因 经 过 表达 ， 结 果 产 生 含 亮 氨 酸 脑 啡 肽 的 杂交 贮存 蛋白 ， 然 
后 经 过 胰 蛋 白 酶 酶 切 ， 亮 氨 酸 脑 啡 肽 被 释放 出 来 ， 可 通过 HPLC 进行 纯化 。 因 为 蛋白 质 产 
物 两 侧 结合 了 胰 蛋 白 酶 酶 切 位 点 ， 纯 化 产物 含有 一 个 额外 的 赖 氨 酸 残 基 ， 羧 肽 酶 只 水 解 肽 / 
Ak C 末端 肽 键 ， 因 此 最 后 通过 着 肽 酶 处 理 即 可 除去 额外 的 赖 氨 酸 残 基 。 目 前 ,许多 多 肽 
也 已 经 在 很 多 不 同 的 植物 种 子 中 进行 了 表达 。 


2.4 ”动物 组 织 作为 蛋白 质 的 来 源 


许多 商业 有 用 的 蛋白 质 来 源 于 动物 ， 尤 其 是 大 量 的 治疗 学 蛋白 质 如 胰岛 素 和 血液 因子 ， 
后 面 的 章节 中 将 详细 讨论 ， 在 此 只 作 简单 介绍 。 利 用 屠宰 场 的 设备 对 动物 进行 加 工 ， 非 常 便 
于 大 量 收集 作为 蛋白 质 来 源 的 特殊 组 织 。 

源 于 动物 的 蛋白 质 最 出 名 的 是 胰岛 素 ， 它 是 由 胰腺 中 胰岛 的 B- 细 胞 产生 的 多 肽 类 激素 ， 
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治疗 学 上 用 于 治疗 胰岛 素 依 赖 性 糖尿 症 〈 工 型 糖尿 病 ， 见 第 7 章 )。 直 到 20 世纪 80 年 代 初 
从 和牛 和 猪 的 屠宰 场 得 到 的 胰腺 组 织 中 获得 了 胰岛 素 ， 三 头 猪 体 的 胰腺 组 织 中 得 到 的 胰岛 素 量 
可 满足 糖尿 病人 约 10d 的 需要 ， 全 世界 糖尿 病人 数 不 断 增加 ， 每 天 对 胰岛 素 的 需求 已 远 远 超 
过 了 屠宰 场 来 源 的 供应 。 现 在 ， 通 过 重组 方法 可 以 无 限 地 提供 胰岛 素 ， 人 们 不 必 再 为 此 担心 
T. 2.11 列 出 了 一 些 从 动物 体 直接 提取 的 有 商业 价值 的 激素 。 

表 2.11 传统 上 由 动物 来 源 的 一 些 工业 和 医学 上 重要 的 蛋白 质 


W/E. 治疗 1 型 糖尿 病 


HV 


LLLE EJ 猪 / 牛 胰腺 组 织 胰岛 素 反 向 诱导 的 低 血 糖 症 
促 滤 泡 素 (FSH) MEE 诱导 动物 超 数 排卵 
更 年 期 妇女 的 尿 液 治疗 (人 ) 生 殖 功能 障碍 
人 绒毛 膜 促 性 腺 激素 怀孕 期 妇女 的 尿 液 治疗 生殖 功能 障碍 
促 红细胞 生成 素 RR 治疗 贫血 病 
血液 因子 Att 治疗 血 友 病 
多 克隆 抗体 人 或 动物 血液 各 种 诊断 和 治疗 学 应 用 
LELIT UE GOLI 未 断奶 小 牛 的 骨 奶 酷 制作 


Xa 表 中 的 许多 蛋白 质 现在 也 已 经 通过 重组 技术 生产 。 


大 多 数 工业 重要 的 蛋白 质 源 于 人 或 别 的 动物 ， 目 的 是 用 于 治疗 学 使 用 。 关 于 这 些 动物 来 
源 蛋 白质 特别 是 人 源 ) 用 于 治疗 学 的 缺点 之 一 就 是 未 加 工 材料 中 可 能 存在 病原 菌 ， 如 很 多 
血 友 病 患 者 通过 输入 被 人 免疫 缺陷 病毒 (human immuno deficiency virus, HIV) 感染 的 血 
液 而 患 获得 性 免疫 缺乏 综合 征 就 是 一 例 ; 另 一 个 例子 是 牛 海绵 状 组 织 性 脑 炎 Cbovine spong- 
iform encephalitis, BSE 或 疯牛病 )， 世 界 各 国 的 牛 群 都 有 发 病 。 当 动物 组 织 作为 蛋白 质 来 源 
时 ,必须 实施 大 量 的 预防 措施 ， 最 明显 的 预防 措施 就 是 所 用 的 动物 组 织 只 来 源 于 无 病 动物 。 
纯化 有 益 蛋白 质 的 下 游 加 工程 序 也 必须 经 过 检验 ， 检 验 结果 应 该 表明 采用 的 纯化 步骤 能 清除 
起 始 材料 中 存在 的 病原 菌 。 

许多 病原 菌 ， 尤 其 是 病毒 类 病原 菌 ， 具 有 显著 的 种 的 特异 性 ， 所 以 治疗 学 使 用 的 从 特殊 
动物 种 类 获得 的 蛋白 质 ， 通 常 不 对 同一 种 类 中 别 的 动物 使 用 ， 例 如 ， 用 于 牛 超 数 排卵 的 纯 的 
促 滤 泡 素 ， 通 常 源 于 猪 的 而 不 是 牛 的 垂体 腺 体 。 


2.4.1 转基因 动物 生产 异 源 蛋白 


过 去 的 多 年 中 ， 在 转基因 动物 领域 已 取得 了 令 人 兴奋 的 进展 。 起 初试 验 的 目的 是 为 了 努 
力 提高 很 多 动物 的 特性 ， 如 通过 生长 激素 基因 拷贝 的 染色 体 整 合 技术 希望 能 使 动物 生长 率 戏 
剧 性 地 提高 ;转基因 动物 的 产生 通常 是 将 DNA 直接 微 注射 到 卵 中 ， 而 这 种 方法 的 成 功率 极 
低 。 这 种 “分 子 种 植 ”的 一 个 目的 就 是 在 动物 中 引入 特殊 的 功能 基因 ， 从 而 获得 令 人 满意 的 
特性 如 更 有 效 的 饲料 利用 ， 提 高 生长 特性 或 多 产 瘦 肉 。 

转基因 动物 的 另 一 个 目的 是 使 动物 具有 产生 大 量 工业 上 重要 蛋白 质 的 能 力 ， 该 技术 已 在 
小 鼠 、 山 羊 、 绵 羊 和 牛 体 中 获得 了 不 同 程度 的 成 功 ， 转 基因 动物 成 功 的 首 例 是 生长 激素 高 水 
平 表 达 ， 但 同时 也 显示 出 了 一 些 与 该 技术 相关 的 问题 ， 人 们 发 现 生长 激素 长 期 高 循环 水 平 
《严重 超出 正常 生理 范围 ) 产生 了 一 些 不 利 的 生理 影响 。 许 多 具有 治疗 学 价值 的 蛋白 质 高 循 
环 水 平 ， 几 乎 都 对 转基因 动物 正常 代谢 产生 相似 的 副作用 。 特 殊 的 动物 组 织 也 是 异 源 蛋白 表 
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达 的 靶 位 ， 如 乳腺 就 是 其 中 一 个 ， 通 过 外 源 基 因 在 乳腺 中 靶 位 表达 ， 产 生 的 异 源 蛋 白 可 以 直 
接 分 泌 到 牛乳 中 ， 这 样 可 与 动物 的 循环 系统 自然 分 开 。 将 外 源 基 因 与 牛乳 蛋白 信号 肽 序列 融 
合 即 可 在 乳腺 中 表达 有 益 的 遗传 信息 。 如 果 构 建 好 的 外 源 DNA 成 功 地 注射 到 卵 中 ,然后 受 
精 并 灌输 到 代理 母体 内 ， 接 着 胚胎 生长 发 育成 熟 到 最 后 分 娩 ， 外 源 DNA 成 功 地 整合 到 新 生 
儿 染 色 体 中 并 表达 ， 最终， 获得 的 转基因 动物 能 生产 有 益 蛋 白质 并 选择 性 地 分 泌 到 它 的 
a. 

20 世纪 80 年 代 中 期 首次 报道 了 具 治 疗 学 潜力 的 异 源 蛋 白 的 生产 ， 即 将 人 组 织 纤 溶 酶 原 
激活 剂 (t-PA， 第 5 章 ) 在 转基因 鼠 的 乳液 中 进行 生产 ， 鼠 乳 清 酸性 蛋白 是 乳 清 中 最 丰富 
的 蛋白 ， 所 以 将 酸性 蛋白 基因 启动 子 上 游 调控 序列 与 人 t-PA 的 编码 基因 连接 在 一 起 构建 的 
重组 DNA， 注 射 到 小 鼠 胚 胎 中 而 获得 的 转 
基因 和 鼠 ， 其 乳液 中 就 可 以 检测 到 具 生 物 活性 
的 t-PA。 

在 转基因 羊 乳 中 也 成 功 地 高 表达 了 具 活 
性 的 人 a1- 抗 胰 蛋 白 酶 (图 2. 3 和 第 5 章 )， 
在 适合 的 转基因 动物 乳 中 生产 重要 的 药学 蛋 
白质 是 很 有 前 途 的 〈 表 2. 12)。 除 组 织 纤 溶 
酶 原 激活 剂 外 ， 许 多 别 的 异 源 蛋 白 也 已 经 成 
功 地 在 乳 中 进行 了 生产 ， 这 些 生 产 系 统 与 别 
的 生产 方法 如 动物 细胞 培养 (下 一 节 ) 相 
比 ， 具 有 很 多 的 优势 ， 特 征 如 下 : 图 2.3 转基因 羊 “Tracy” 和 她 的 两 只 小 羊 的 照片 

Q 高 产 力 。 一 只 羊 在 典型 的 5 个 月 哺乳 Tes 的 乳 中 可 以 高 表达 具 活性 的 人 o RUE GUN 
期 时 ， 每 天 可 以 产生 2 一 3L 乳 。 如 果 重 组 蛋 CS H 4$ Pharmaceutical Proteins Ltd. (UK) 允许 ] 
白 的 表达 水 平 为 1g/L， 那 么 一 只 羊 每 周 可 以 生产 20g 以 上 的 重组 蛋白 。 

@ 原材料 易于 选择 。 对 原材料 的 要 求 只 要 动物 可 以 产 乳 即 可 ， 商 业 中 采用 自动 挤 乳 系 
统 ， 在 挤 乳 过 程 中 ， 人 们 已 经 设计 了 最 佳 的 卫生 标准 ， 因 而 只 需要 进行 适当 的 设计 改造 
即 可 。 

图 易于 规模 化 生产 。 按 照 饲 养 程序 可 以 扩大 动物 量 。 


表 2.12 在 转基因 动物 乳 中 表达 的 一 些 治疗 用 蛋白 质 


mnm 用 * & 9 
ox EE 肺 气 肿 (一 些 形式 ) 5 
因子 区 ¥ B dif 5 
纤维 蛋白 原 ¥ | 血液 失调 5 
dtte UL 山羊 血液 失调 | 5 
各 种 多 克隆 抗体 | 山羊 | 很 多 肿 癣 包括 体 内 肿瘤 的 检测 6 
人 血清 白 蛋白 | Li. | 血浆 体积 增 大 症 L 5 


注 ， 采 用 这 种 方法 生产 的 几 种 蛋白 质 目前 正 进行 临床 试验 ， 这 些 蛋白 质 的 生化 和 生物 技术 在 列 出 的 章 
TA. 

在 转基因 的 动物 乳 中 ， 与 治疗 学 上 重要 和 蛋白质 的 生产 相关 的 许多 技术 细节 已 经 得 到 优 
化 。 尽 管 通常 得 到 的 蛋白 质 产值 很 高 ， 但 在 一 些 报 道中 ， 蛋 白质 的 产值 低 于 lmg/L， 因 而 
异 源 蛋白 的 产量 变化 较 大 。 哺 乳 动物 组 织 可 以 对 合成 的 蛋白 质 进 行 广泛 翻译 后 修饰 ， 这 种 修 
饰 的 详细 特点 ， 尤 其 是 糖 基 化 模式 ， 目 前 仍 在 研究 中 。 
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2.4.2 用 动物 细胞 培养 生产 异 源 蛋白 


动物 细胞 培养 也 是 几 种 医学 重要 蛋白 质 的 来 源 ， 事 实 上 这 些 蛋 白质 都 是 用 于 治疗 学 和 诊 
断 学 的 。 利 用 这 种 方法 生产 的 最 著名 的 是 单 克隆 抗体 、 各 种 疫苗 和 干扰 素 ( 表 2. 13) fEXE 
20 多 年 中 ， 由 于 细胞 培养 技术 可 提高 蛋白 质 生产 ,因而 促进 了 人 们 研究 和 发 展 动物 细胞 操 
作 和 发 酵 方 法 的 高 潮 。 
表 2.13 通过 动物 细胞 培养 技术 商业 化 生产 的 一 些 具 药 效 的 重组 蛋白 


WW 
因子 区 

PA 

FSH 不 孕 症 

促 红细胞 生成 素 贫血 症 
Bo 多 样 硬化 症 


几 种 多 克隆 抗体 防止 包括 肾 移植 排斥 在 内 的 各 种 移植 排斥 和 肿瘤 的 体内 定位 
ik: CHO, +H KE; BHK, AME; tPA, MEM A Hs FSH， 促 滤 泡 素 。 


动物 和 微生物 细胞 的 结构 和 生理 学 有 许多 不 同 之 处 。 现 在 使 用 的 微生物 细胞 发 酵 技 术 为 
动物 细胞 的 成 功 培养 葛 定 了 基础 。 动 物 细胞 没有 细胞 壁 ， 与 微生物 相 比 更 易 受 到 物理 性 损 
伤 ， 因 而 在 培养 时 ， 发 酵 缸 中 通常 具有 一 个 改良 的 搅拌 器 ， 以 减少 由 于 搅拌 器 叶轮 在 旋转 时 
产生 的 剪 切 力 对 细胞 的 损伤 。 如 果 采 用 气 升 式 反应 器 ， 即 通过 将 空气 -CO: 混 合 物 从 底部 通 
入 反应 器 中 (图 2.4)， 促 进 液 体 培养 基 在 镀 内 的 运动 ， 这 样 也 可 以 降低 动物 细胞 的 生理 


损伤 。 


入 口 , 如 pH 电 
极 、 温度 计 等 


船形 叶轮 


气体 喷射 器 气体 喷射 器 
(a) © 
图 2.4 MEMRAM CO 和 动物 细胞 生物 反应 器 (b) 的 结构 图 
动物 细胞 生物 反应 器 与 微生物 发 酵 继 相 比 ， 结 构 有 几 点 不 同 ， 尤 其 应 注意 的 是 : OKA MA 
叶轮 〈 一 些 动 物 细胞 生物 反应 器 一 一 气 升 式 发 酵 缮 一 一 没有 叶轮 ， 面 是 使 用 空气 -气体 喷射 
fX Ra HET X: DR» RE: 加 在 生物 反应 器 底部 ， 内 表面 成 曲 形 。 这 些 改进 的 
目的 是 为 了 减少 脆弱 的 动物 细胞 在 培养 过 程 中 受到 伤害 。 注 意 各 种 附加 的 生物 反应 器 配置 在 
市 场 上 也 是 现 有 的 


此 外 ， 动 物 细胞 与 微生物 细胞 的 一 些 别 的 不 同 之 处 也 影响 动物 细胞 培养 和 发 酵 设 计 ， 
包括 : 
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D 动物 细胞 的 营养 要 求 比 别 的 微生物 细胞 更 复杂 ; 

O 动物 细胞 对 氧 需求 低 ， 比 其 他 微生物 生长 缓慢 ; 

图 发 酵 时 要 求 的 接种 量 大 。 

动物 细胞 可 分 为 贴 壁 依赖 性 细胞 和 非 贴 壁 依赖 性 细胞 ， 这 也 决定 了 它们 的 生长 方式 。 贴 
壁 依赖 性 细胞 只 在 固体 基质 上 生长 ， 形 成 单 层 形式 ， 并 且 表现 出 接触 抑制 。 而 非 贴 壁 依赖 性 
细胞 生长 不 需要 固体 支持 物 。 大 多 数 已 确定 的 细胞 ， 以 及 转化 细胞 都 属于 后 一 类 。 两 种 细胞 
型 在 深层 细胞 发 酵 拼 中 生长 时 ， 贴 壁 依赖 性 细胞 的 培养 必需 黏附 于 适合 的 载体 珠 上 。 

单 克隆 抗体 是 由 动物 细胞 生产 的 最 有 名 的 蛋白 质 ， 由 于 其 独特 的 生物 学 特性 ， 而 且 具 有 
极 大 的 诊断 学 、 治 疗 学 和 制备 价值 ， 目 前 已 建立 了 一 系列 完善 的 工业 化 生产 流程 。 单 克隆 搞 
体 生 产 最 常用 的 方法 是 杂交 瘤 的 培养 ， 此 外 ， 许 多 别 的 哺乳 动物 细胞 系 也 能 装配 和 分 泌 单 克 
隆 抗体 ， 目 前 抗体 基因 在 哺乳 动物 非 淋 巴 细胞 系 如 中 国 仓鼠 的 卵巢 (Chinese hamster ova- 
ry, CHO) 细胞 中 已 经 成 功 地 进行 了 重组 表达 。 因 此 ， 高 效 的 动物 细胞 表达 系统 可 用 于 生产 
包括 复杂 的 抗体 在 内 的 大 量 异 源 蛋 白 。 

许多 干扰 素 也 已 经 采用 细胞 培养 的 方法 CR 8 章 ) 进行 工业 化 生产 。 早 在 20 世纪 50 年 
代 晚 期 ， 首 次 发 现 干扰 素 后 不 久 ， 它 就 被 认定 为 抗 病毒 和 抗 癌 药剂 ， 应 用 于 治疗 学 ， 多 年 来 
由 于 干扰 素 供 应 不 足 限制 了 其 在 临床 中 的 应 用 ， 到 1980 年 以 前 , 干扰 素 都 是 直接 从 人 的 白 
细胞 中 获得 的 ， 产 量 最 大 限度 约 为 1% 。20 世纪 80 年 代 早期 细胞 培养 技术 的 发 展 促进 了 
纯 干 扰 素 的 大 量 生产 。 如 非 重 组 -干扰 素 ， 通 过 细胞 培养 技术 在 80001 生物 反应 器 中 进行 了 
工业 化 生产 ; 重组 干扰 素 也 通过 细菌 和 哺乳 动物 细胞 的 发 酵 进行 了 生产 。 

前 面 已 经 提 到 ， 许 多 动物 细胞 系 营养 要 求 比较 复杂 ， 基 本 组 织 培养 基 包 括 碳水 化 合 物 、 
各 种 维生素 、 矿 物 盐 和 和 氨基酸 ， 通 常 培养 基 中 还 要 添加 别 的 补充 物 ， 包 括 抗生素 (防止 污染 
微生物 的 生长 》 和 血清 ， 血 清 是 基本 营养 物质 ， 其 成 分 不 确定 ， 其 中 胎 牛 血清 是 最 有 效 的 血 
清 ， 添 加 量 为 终 浓度 0.5%% 一 25 狼 。 由 于 胎 牛 血清 比较 昂贵 ， 因 而 动物 细胞 在 大 规模 培养 系 
统 中 ， 过 去 常 采用 小 牛 血清 替代 ， 近 年 来 则 选用 成 分 更 确定 的 血清 替代 物 ， 如 : 牛 血清 白 蛋 
白 混合 物 、 胰 岛 素 和 铁 传递 蛋白 。 虽 然 动物 细胞 培养 基 中 有 时 必须 添加 血清 或 源 于 血清 的 物 
质 ， 但 这 些 复杂 的 蛋白 质 混 合 物 和 别 的 生物 分 子 只 可 能 使 后 续 的 纯化 工作 更 复杂 ， 而 且 添加 
血清 的 同时 也 增加 了 培养 基 被 血液 病原 菌 污染 的 风险 。 


2.4.3 昆虫 细胞 培养 系统 


利用 昆虫 细胞 培养 进行 了 许多 重组 蛋白 的 生产 ， 通 常 使 用 杆 状 病毒 表达 系统 ， 这 个 病毒 
在 很 多 昆虫 细胞 都 具有 感染 和 复制 的 能 力 ， 并 大 量 产生 由 病毒 编码 的 结构 蛋白 即 多 角 体 蛋 
白 ， 多 角 体 蛋白 的 合成 占 寄 主 昆 虫 细胞 所 产生 的 全 部 蛋白 的 50%% 。 

利用 该 系统 将 编码 有 益 蛋 白质 的 基因 与 多 角 体 蛋白 启动 子 连 接 ， 用 于 生产 异 源 蛋 白 。 至 
于 异 源 蛋白 表达 量 范围 一 般 为 每 升 培养 液 1 一 600mg 蛋白 。 杆 状 病毒 的 侵 染 力主 要 受 昆虫 细 
胞 分 刻 途 径 的 影响 ， 由 于 大 多 数 异 源 蛋 白 在 细胞 内 高 表达 ， 因 而 为 了 克服 这 一 问题 ， 人 们 开 
始 研究 质粒 表达 系统 ， 采 用 有 效 启动 子 和 高 拷贝 量 的 质粒 可 以 使 蛋白 表达 水 平 大 大 提高 
(100mg/L)。 昆 虫 细胞 比较 便宜 并 易于 培养 和 保存 〈 与 动物 细胞 相 比 )， 间 时 也 具有 翻译 后 
修饰 的 能 力 ， 因 此 ， 昆 虫 细胞 系统 虽然 至 今 在 工业 中 仍 没 有 使 用 ， 但 它 将 不 断 地 发 展 并 被 


利用 。 
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2.5 直接 化 学 合成 


到 目前 为 止 医 学 和 工业 中 使 用 的 蛋白 质 都 是 以 重组 或 非 重组 的 方式 在 生物 体系 中 合成 ， 然 后 
经 过 提取 ， 必 要 时 还 要 进行 纯化 ,已 使 用 的 肽 (主要 在 医学 上 ) 见 表 2. 14。 肽 通常 在 自然 条 件 下 
产量 极 低 ， 给 大 规模 制备 带 来 困难 ， 甚 至 不 可 能 制备 。 例 如 ， 最 初 研究 下 丘脑 因子 肽 、 促 酷 激 素 
释放 激素 的 特性 的 时 候 ， 需 要 4000kg 的 脑 组 织 只 产生 lmg 的 纯 品 ， 而 采用 直接 化 学 合成 法 可 经 
济 而 大 量 地 生产 肽 。 最 常用 的 合成 方法 (Merrifield 合成 法 ， 固 相 多 肽 合成 ) 略 述 于 信息 框 2. 1。 


RU 在 医学 上 具 潜在 和 实际 用 途 的 一 些 肽 


黄体 化 激素 释放 激素 (LHRH) 调节 刺激 生殖 腺 激素 的 合成 /释放 ,从 而 调节 生育 


脑 垂体 激素 促进 子宫 肌肉 收缩 (在 分 娩 / 请 导 分 娩 时 很 重要 ) 
抗 利尿 激素 促进 肾 对 水 的 再 吸收 

Mi VERE ICE 抑制 炎症 

a tc 缓解 疼痛 


调节 血压 
抗 微生物 活性 


血管 紧缩 素 中 
HERK 
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目前 Merrifield 方法 适 于 合成 含有 约 60 个 氨基 酸 残 基 的 肽 或 小 的 多 肽 ， 由 于 考虑 到 技术 难 
度 及 经 济 等 因素 ， 利 用 该 法 直接 合成 多 肽 难以 实现 。 最 近 ， 人 们 又 建立 了 一 个 化 学 直接 合成 法 
即 自然 化 学 连接 法 ， 可 用 于 合成 含 约 120 个 氨基 酸 残 基 的 多 肽 ， 该 法 是 通过 采用 适当 的 试剂 ， 
在 中 性 pH 的 水 溶液 中 ， 将 Merrifield 法 合成 的 两 条 肽 链 化 学 连接 ， 产 生 一 条 单 多 肽 链 。 现 已 
在 实验 室 成 功 地 合成 了 200 个 不 同 的 蛋白 质 ， 这 些 蛋 白质 的 X 射线 衍射 和 NMR 分 析 ， 证 明 它 
们 可 以 自发 折 又 为 天 然 的 (预期 的 ) 三 维 结构 ， 同 时 也 具有 同 天 然 分 子 相同 的 生物 活性 。 

从 经 济 或 技术 角度 讲 ， 对 商业 蛋白 质 进行 大 规模 生产 是 否 可 以 采用 化 学 直接 合成 法 至 今 
仍 不 清楚 。 采 用 化 学 直接 合成 法 合成 大 量 商业 蛋白 质 的 优点 包括 : 

CD. 基本 消除 通过 病原 体 污染 蛋白 质 产品 而 传播 疾病 的 可 能 性 ; 

@ 提供 改变 氨基 酸 序列 的 蛋白 质 合成 的 又 一 种 方法 ; 

@ 提供 合成 含有 非 天 然 氨基 酸 /D- 氨 基 酸 蛋白 质 的 方法 ， 并 将 产生 新 的 或 有 益 功能 的 蛋白 质 ; 

@ 可 以 避免 蛋白 质 合成 时 使 用 复杂 的 生物 系统 或 大 量 昂贵 的 上 游 加 工 仪器 ; 

O 对 于 一 般 公众 来 说 ， 该 法 生产 的 蛋白 质 比 基因 工程 法 更 容易 接受 。 

然而 ， 该 方法 还 有 一 些 缺点 : 

CD 目前 通过 这 种 方法 能 够 生产 的 蛋白 质 大 小 仍 受 到 限制 ; 

@ 其 工业 化 试验 几乎 没有 ; 

@ 大 规模 生产 的 经 济 情况 还 不 清楚 ; 

@ 不 能 实现 与 许多 天 然 蛋白 质 相关 的 翻译 后 修饰 。 
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2.6 结 论 


工业 上 有 益 蛋 白质 来 源 非常 广泛 ， 重 组 DNA 技术 的 诞生 更 利于 从 很 多 不 同 有 机 体 中 生 
产 各 种 有 益 蛋白 质 。 然 而 ， 必 须 考虑 的 是 技术 的 可 行 性 并 不 能 保证 在 经 济 上 也 是 可 行 的 。 

许多 微生物 菌株 可 以 天 然 高 效 地 生产 很 多 工业 上 重要 的 蛋白 质 ， 它 们 已 经 通过 采用 标准 
的 筛选 方法 和 突变 技术 进行 了 鉴定 ， 尤 其 正确 的 是 利用 有 机 体 大 量 生 产 的 酶 如 淀粉 酶 和 和 蛋白 
酶 对 菌株 筛选 鉴定 的 方法 。 

随 着 对 控制 基因 表达 和 蛋白 质 合成 因子 的 认识 越 来 越 清楚 ， 科 研 工作 者 们 已 经 可 以 从 好 
多 途径 更 有 效 地 进行 蛋白 质 生产 ， 这 或 许 对 在 新 的 宿主 中 生产 治疗 学 和 诊断 学 中 具有 高 价值 
的 蛋白 质 影响 最 大 。 目 前 ， 利 用 重组 DNA 技术 可 以 大 量 生产 这 类 和 蛋白质 ， 尤 其 值得 注意 的 
是 利用 微生物 生产 系统 。 
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第 3 章 
蛋白 质 的 纯化 与 鉴定 


3.1 3 


从 前 面 几 章 中 可 以 看 出 ， 获 得 蛋白 质 的 途径 非常 多 。 尽 管 来 源 广泛 ， 纯 化 不 同 来 源 的 蛋 
白质 (天 然 的 和 重组 的 ) 所 采用 的 整体 方案 和 方法 通常 都 是 相似 的 (图 3. 1)。 对 于 任何 一 
个 特定 的 蛋白 质 ， 纯 化 方案 细节 的 确定 都 有 赖 于 一 系列 因素 ， 这 些 因素 包括 ; 

CD 正确 选择 原材料 和 定位 目标 蛋白 〈 胞 外 或 胞 内 ); 

@ 目标 蛋白 的 表达 水 平 ， 

图 蛋白 质 的 理化 性 质 ; 

@ 纯化 目的 。 


蛋白 质 生产 KAM 被 缩 / moe 
《通过 /从 源 材 料 ) 初步 回收 初步 纯化 层 析 纯化 
图 3.1 纯化 蛋白 质 的 通用 方法 
可 以 适当 改变 以 适应 不 同 蛋白 质 的 纯化 


样品 来 源 将 决定 起 始 材料 中 杂 蛋 白 的 种 类 。 如 果 蛋 白质 是 胞 内 蛋白 ， 需 要 根据 原材料 的 
类 别 〈 后 文 介绍 ) 选择 破碎 细胞 的 方法 。 与 胞 内 蛋白 一 样 ， 胞 外 产物 对 所 采用 的 纯化 方案 的 
初始 步骤 也 有 影响 。 蛋 白质 的 表达 水 平 对 纯化 方案 也 有 影响 。 例 如 ， 纯 化 低 水 平 表达 的 蛋白 
质 时 ， 很 可 能 必须 抽 提 非常 大 量 的 原材料 ， 这 就 使 得 在 随后 的 层 析 纯化 之 前 必须 进行 高 度 浓 
缩 。 相 反 ， 如 果 蛋 白质 是 以 高 水 平 表达 的 ， 初 始 的 浓缩 步骤 很 可 能 就 是 多 余 的 了 。 蛋 白质 的 
理化 性 质 对 纯化 方案 的 选 掺 有 非常 大 的 影响 。 分 离 蛋 白质 是 依据 蛋白 质 理化 性 质 的 不 同 ， 如 
溶解 性 、 大 小 、 表 面 疏 水 性 和 荷 电 性 。 有 时 可 以 通过 蛋白 质 工程 的 手段 给 重组 蛋白 附加 标 
签 ， 赋 予 这 些 蛋白 质 一 些 非常 明显 的 理化 特性 ， 从 而 使 这 些 蛋白 质 的 分 离 更 简单 ， 关 于 这 一 
点 本 章 后 面 将 会 讨论 到 。 

显著 影响 纯化 方案 的 另 一 个 因素 是 纯化 的 目的 。 如 果 只 是 纯粹 学 术 的 ， 纯 化 成 均一 
成 分 通常 是 最 重要 的 指标 ， 而 纯化 所 需要 的 步骤 、 纯 化 过 程 持续 时 间 、 成 本 、 终 产物 回 


54 | 蛋白 质 生物 化 学 与 生物 技术 


收 率 则 是 次 要 的 。 如 果 纯 化 蛋白 质 是 用 于 商业 目的 ， 必 须 考虑 的 就 是 经 济 和 技术 , 
而 且 通 常 蛋白 质 也 只 纯化 到 需要 的 最 低 标准 (第 4 章 )。 对 目标 蛋白 的 量 和 纯度 的 要 求 会 
影响 纯化 方案 的 选择 。 而 这 些 要 求 又 与 纯化 蛋白 质 的 目的 有 直接 的 关系 。 如 果 是 学 术 目 
的 ， 用 于 功能 和 结构 研究 ， 一 般 至 多 只 需要 几 百 毫克 到 1 克 纯 化 产物 。 如 果 纯 化 蛋白 质 
的 目的 是 为 了 应 用 ， 需 要 的 量 一 般 就 会 大 得 多 ( 表 3. 1)， 而 且 对 纯度 的 要 求 因应 用 目的 
而 异 。 


表 3.1 满足 预期 的 学 术 或 应 用 目的 所 必需 的 特定 蛋白 质 的 典型 用 量 


纳 克 至 微克 水 平 
微克 水 平 
毫克 至 克 水 平 
100smg 人 了 一 100g( 中 度 纯化 ) 

8g 一 kg 水 平 (中 度 /高 度 纯化 》 

100g 一 10kg 水 平 (高 度 纯化 ) 

10kg 一 100skg2 水 平 (高 度 纯化 ) 

二 1000kg 水 平 (通常 不 纯化 ) 

> 100000kg 水 平 (纯度 因 制 备 方法 而 不 同 ) 


质谱 研究 
蛋白 质 序列 分 析 / 电 泳 分 析 

常规 功能 研究 /物理 化 学 研究 

与 研究 相关 的 应 用 专用 的 商业 蛋白 质 

体外 诊断 用 商业 酶 /抗体 

体内 治疗 用 蛋白 质 ;治疗 低 发 病 率 疾病 (如 高 歌 病 ) 

体内 治疗 用 和 蛋白质: 治疗 高 发 病 率 疾病 (如 糖尿 病 , 血 友 病 ) 
大 量 工业 酶 

大 量 食用 的 奶 源 蛋 白 


O 应 为 100mg， 原 著 可 能 有 误 一 一 译 者 注 。 
© 应 为 100kg， 原 著 可 能 有 误 一 一 译 者 注 。 


蛋白 质 的 检测 和 定量 

对 于 任何 蛋白 质 的 纯化 和 鉴定 来 说 ， 能 够 定量 测定 总 蛋白 的 浓度 和 技 蛋 白 的 含量 都 是 必 
不 可 少 的 前 提 条 件 。 测 定 生 物 样品 中 蛋白 质 浓度 的 方法 有 很 多 ， 表 3. 2 列举 了 最 常用 的 一 些 
方法 以 及 这 些 方法 的 原理 、 优 缺点 等 。 选 择 分 析 方 法 的 依据 包括 对 灵敏 度 的 要 求 和 样品 中 存 
在 的 干扰 成 分 ， 在 一 定 程度 上 还 取决 于 个 人 偏好 。 尽 管 很 难 一 概 而 论 ， 但 检测 280nm 下 的 
吸光 度 和 Bradford 方法 可 能 是 最 常用 的 方法 。 

可 以 采用 生物 分 析 和 免疫 分 析 两 类 常用 方法 中 的 一 类 对 目标 蛋白 进行 特异 地 定量 测定 。 顾 
名 思 义 ， 生 物 分 析 即 监测 靶 分 析 物 〈 蛋 白质 ) 的 生物 活性 ， 具 体 地 说 就 是 定量 测定 对 生物 系统 
施 与 一 个 刺激 因素 (如 靶 蛋 白 ) 后 所 引发 的 反应 。 “生物 系统 ”通常 可 以 是 满足 实验 需要 的 微 
生物 、 动 物 或 植物 细胞 或 组 织 、 动 物体 或 植物 体 。 表 3. 3 列举 了 一 些 特异 的 生物 分 析 例 子 。 

生物 分 析 通 常 是 相对 的 ， 因 此 除了 被 检 样品 外 还 需要 标准 品 ( 如 含有 已 知 量 报 分 析 物 的 
样品 ) 。 每 毫克 的 标准 品 定义 了 确定 的 生物 活性 单位 ， 而 且 这 些 标准 品 一 般 都 是 商品 化 的 。 
直接 对 比 被 检 品 和 标准 品 所 引起 的 反应 即 可 确定 被 检 品 的 活性 。 

生物 分 析 虽 然 能 直接 定量 测定 目标 蛋白 的 确切 生物 活性 ， 但 是 分 析 过 程 可 能 成 本 很 高 ， 
耗 时 可 能 很 长 〈 数 小 时 至 数 天 ) 。 而 且 由 于 测定 的 反应 是 由 生物 系统 产生 的 ， 结 果 中 经 常 不 
可 避免 地 存在 很 大 程度 的 不 精确 性 。 当 然 ， 生 物 分 析 所 测量 的 反应 也 应 当 是 只 有 目标 蛋白 可 
以 引发 的 。 

酶 代表 和 蛋白质 中 一 个 重要 的 家 族 ， 至 今 仍 是 科学 研究 的 热点 。 通 常 将 催化 蛋白 与 它 
的 底 物 在 限定 的 环境 条 件 〔 温 度 和 pH) 下 共 温 育 特定 的 时 间 ， 从 而 测定 酶 的 活性 。 监 测 
底 物 消耗 速率 或 产物 生成 速率 可 以 计算 催化 活性 。 最 常 使 用 的 酶 的 活性 单位 有 两 种 (二 
者 是 相关 联 的 ): 
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表 3.2 检测 和 定量 生物 样品 中 的 蛋白 质 常用 的 几 种 方法 


280nm 下 光 0.02—3. Omg/ml 芳香 族 氨基 酸 残 基 的 简便 快速 ,对 样 灵敏 度 低 ,相同 浓度 的 不 


吸收 (UV 方 R 基 团 在 280nm 有 吸收 | 品 无 破坏 性 同 蛋 白质 会 产生 不 同 的 光 吸 
法 ) 收 值 
205nm 下 光 1.0~100pg/ml 上肢 键 在 此 波长 有 光 吸 简便 快速 , 灵 并 非 所 有 UV-Vis 分 光 光 
吸收 ( 远 UV Jr 收 敏 ,对 样品 无 破坏 | 度 计 都 能 测量 205nm Je 
法 ) 性 收 ,通常 使 用 的 缓冲 液 在 该 
波长 也 有 吸收 ,如 果 在 低 强 
度 (二 10mmol/L) 使 用 就 不 
会 产生 此 问题 
酸性 消化 ( 节 20~50pg 蛋白 质 与 硫酸 在 100°C Anu mo 使 用 有 毒化 学 品 (在 100°C 
ELIT 温 育 水 解 成 和 氨基酸, 之 后 | 化 合 物 对 分 析 无 | 使 用 硫酸 ), 分 析 时 间 长 (可 
氨基 酸 与 节 三 酮 反应 产生 | 干扰 达 20h) 
在 570nm 有 光 吸 收 的 衍生 
物 ,从 而 测定 氨基 酸 的 量 
二 辛 可 宁 酸 20~100pg/ml SAR RRR 灵敏 方便 , 较 其 试剂 昂贵 。 背 离 精确 的 分 
(BCA) 法 原 时 与 二 辛 可 宁 酸 反应 | 他 方法 更 抗 分 析 | 析 程 序 ( 如 持续 时 间 、 温 度 、 
产生 在 562nm 有 最 大 吸 | 干扰 试剂 浓度 ) 可 能 导致 不 同 的 
收 的 和 生物 结果 
XU CLow- 1~10mg/ml 含 钢 试 剂 与 蛋白 质 定 试剂 便宜 ,容易 Lii 
mk 量 反 应 产生 在 550nm 有 | 配制 。 较 其 他 方 
最 大 光 吸 收 的 产物 法 不 易 受 干扰 
Bradford 方 150~750 pg/ml 依据 考 马 斯 亮 蓝 G- | ”中 等 灵敏 度 , 操 碱 性 PH/ 缓 冲 液 干扰 分 
法 250 巢 料 在 一 定 pH 下 与 | 作 简便 快速 析 。 受 去 污 剂 干扰 (如 SDS) 
蛋白 质 可 递 结 合 , 在 
595nm 有 最 大 光 吸 收 
干 重 法 最 低 2 一 4mg / 样 合 蛋 白质 样品 106 亿 加 | ”方法 简单 ,不 需 灵敏 度 低 ,样品 中 不 能 含 
晶 热 4 一 6h, 称 干 重 要 化 学 试剂 有 不 挥发 的 非 蛋白 物质 
发 射 荧光 法 5~50pg/ml 依据 蛋白 质 中 芳香 族 灵敏 简单 快速 ， 相同 浓度 的 不 同 蛋白 质 由 
氨基 酸 残 基 的 荧光 性 对 样品 无 破坏 性 于 芳香 族 氨 基 酸 残 基 含量 的 
不 同 可 能 产生 不 同 的 光 吸 收 
Hartree-Lowry 30 一 150pg/ml SRAM mM 灵敏 度 高 费力 ,容易 受 去 污 剂 和 交 
方法 合 物 与 蛋白 质 定量 反应 ， 联 剂 干扰 
在 750nm 有 最 大 吸收 
结合 银 法 150ng~20pg/ml 依据 蛋白 质 与 银 离子 灵敏 度 极 高 交 联 剂 .去 污 剂 和 还 原 剂 
结合 干扰 分 析 
三 氧 乙酸 沉 依 所 用 检测 方法 在 蛋白 质 样品 中 加 入 常常 能 在 定量 | ”费力 
淀 法 而 不 同 三 氧 乙 酸 沉淀 蛋白 质 , 重 | 之 前 从 样品 中 去 
悬 蛋白 质 用 上 述 方法 之 | 除 干扰 剂 (三 氧 乙 
二 进行 分 析 酸 不 能 沉淀 的 ) 
R33 设计 检测 和 定量 目标 蛋白 的 生物 分 析 实 例 
白细胞 介 素 胞 增殖 的 能 力 
a FRR AIL C GE OO HR BR AR SE ACIE (0 e 73 CIR RE eA RO 
粒 细胞 集落 刺激 因子 促进 某 些 动物 细胞 系 增殖 的 能 力 
肿瘤 坏死 因子 诱导 对 某 些 动物 细胞 系 细胞 毒性 效应 的 能 力 
促 红细胞 生成 素 刺激 TF-1 动物 细胞 系 增殖 的 能 力 
多 肽 抗体 抑制 不 同 指示 微生物 生长 的 能 力 
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@ 1 个 酶 活性 单位 (U) 是 指 在 特定 的 反应 条 件 下 每 分 钟 催化 lxmol 底 物 转化 所 需要 的 
酶 的 量 〈 如 果 每 个 底 物 分 子 中 酶 促 反应 的 键 并 非 只 有 1 个 ， 就 是 催化 底 物 中 lpmol 有 关 基 
团 转化 的 酶 量 ) 。 换 个 角度 说 ，1 个 酶 活性 单位 CU) 是 指 在 一 定 的 反应 条 件 下 每 分 钟 催 
化 生成 lxmol 产物 所 需要 的 酶 的 量 

© Katal (kat) 表示 的 是 酶 活性 的 SI 单位 。1 Katal 定义 为 在 特定 的 反应 系统 中 反应 速 
率 提高 lmol/s 的 催化 活性 。 

酶 分 析 可 以 直接 检测 和 定量 具有 催化 活性 的 蛋白 质 的 生物 活性 。 但 是 ， 一 般 认为 酶 分 析 
并 不 是 真正 的 生物 分 析 ， 因 为 酶 的 底 物 不 是 “生物 系统 ”。 

利用 免疫 分 析 (第 9 章 ) 也 可 以 对 溶液 中 的 蛋白 质 进行 检测 和 定量 ,但 前 提 条 件 是 必须 
能 够 得 到 被 检 削 白质 的 抗体 。 免 疫 分 析 具 有 很 多 优势 ， 如 特异 性 强 、 灵 敏 度 高 、 分 析 周 期 
短 、 易 于 自动 操作 等 。 免 疫 分 析 的 主要 缺点 是 它 不 能 测定 蛋白 质 的 实际 的 生物 活性 。 对 蛋白 
质 进行 修饰 (如 不 完全 水 解 或 变性 ) 可 能 使 其 降低 或 丧失 生物 活性 ， 但 只 要 没有 破坏 蛋白 质 
与 抗体 结合 的 特定 结 父 域 的 三 维 结构 ， 就 不 会 影响 免疫 分 析 的 结果 。 因 此 多 数 情况 下 还 是 
优先 选择 直接 分 析 蛋 白质 的 生物 活性 对 其 进行 检测 和 定量 。 但 如 果 由 于 技术 或 成 本 的 原 
因 活性 分 析 方法 不 适 于 常规 使 用 ， 蛋 白质 纯化 过 程 中 就 需要 采用 免疫 分 析 的 方法 进行 检 
测 ， 但 至 少 对 纯化 终 产 物 进 行 生 物 分 析 ， 如 果 可 能 的 话 ， 还 应 在 纯化 的 关键 步骤 之 后 进 
行 生物 分 析 。 


3. 2 ”蛋白 质 的 初步 回收 


任何 纯化 程序 的 初始 步骤 都 需要 从 原材料 中 回收 蛋白 质 。 这 一 步骤 复杂 与 否 很 大 程度 上 
取决 于 目标 蛋白 是 胞 内 产物 还 是 胞 外 产物 。 微 生物 或 动物 细胞 发 酵 产 生 的 许多 蛋白 质 都 是 分 
泌 在 培养 基 中 的 ， 对 于 这 类 初 产物 的 回收 ,需要 通过 过 滤 或 离心 从 发 酵 液 中 去 除 完整 细胞 ， 
目标 蛋白 保留 在 无 细胞 培养 液 中 ， 浓 度 通常 都 很 低 。 

对 于 发 酵 产 生 的 胞 内 目标 蛋白 ， 从 培养 液 中 收获 细胞 后 ， 需 要 将 细胞 重新 大 浮 在 缓冲 液 
或 者 水 中 ， 使 细胞 充分 裂解 。 一 般 情况 下 轻 轻 搅动 就 可 以 获得 黏稠 的 细胞 腹 解 悬 液 ， 但 偶尔 
也 需要 更 剧烈 的 机 械 混 匀 的 方法 。 这 样 的 黏液 再 重新 悬浮 ， 但 体积 要 比 收获 细胞 的 发 酵 液 的 
体积 小 。 减 少 体积 的 目的 是 使 随后 的 纯化 过 程 的 操作 更 方便 

动物 或 植物 组 织 的 天 然 蛋 白质 多 数 是 位 于 细胞 内 的 。 加 工 这 些 材料 的 最 初步 骤 显 然 是 收 
集 所 需要 的 合适 的 组 织 ， 例 如 ， 收 集 脑 下 垂体 提取 纯化 卵泡 刺激 素 和 黄体 化 激素 等 ;收集 血 
液 纯化 各 种 血 蛋 白 ; 收集 肝 、 肾 等 内 脏 可 以 纯化 各 种 酶 和 感 兴趣 的 其 他 蛋白 质 。 如 果 原 材料 
收获 后 不 立即 进行 纯化 可 以 冰冻 保存 。 


3.2.1 细胞 破碎 


如 果 需 要 的 蛋白 质 是 胞 内 蛋白 ， 收 集 原 细胞 或 组 织 后 首先 进行 破碎 。 大 多 数 哺乳 动物 细 
胞 或 组 织 相对 容易 破碎 。 动 物 细胞 不 像 细菌 或 值 物 细胞 ， 不 具有 起 保护 作用 的 细胞 壁 。 多 数 
技术 都 是 物理 性 破坏 细胞 膜 。 一 个 熟知 的 例子 是 Potter 组 织 匀 浆 器 ， 在 转动 杆 和 盛 组 织 的 
管状 容器 内 壁 之 间 产 生 剪 切 力 ， 从 而 达到 破碎 目的 。 


第 3 章 ”蛋白质 的 纯化 与 鉴定 | 57 


破碎 动物 细胞 的 其 他 方法 还 有 渗 压 休克 和 反复 冻 融 。 通 过 渗 压 休克 破碎 需要 将 细胞 悬 在 
高 渗透 讨 的 缓冲 液 如 含 15%% 一 25% 芒 糖 的 缓冲 液 ) 中 ， 这 样 可 以 使 水 由 细胞 内 渗透 到 蔗 
糖 介质 中 ， 一 定时 间 Oh RED) 后 细胞 再 转移 到 弱 缓 冲 液 或 蒸 饮水 〈 即 低 渗透 压 溶液 ) 
中 ， 水 就 会 重新 流 回 到 细胞 内 ， 常 常 导 致 质 膜 破裂 。 顾 名 思 义 ， 反 复 冻 融 需要 在 冷冻 细胞 后 
再 进行 融化 。 如 果 必 要 的 话 可 以 重复 进行 冻 融 循环 。 在 冷冻 的 过 程 中 如 果 细 胞 内 有 冰晶 生长 
会 导致 质 膜 损伤 ， 从 而 促使 细胞 破裂 。 这 种 方法 使 用 不 广泛 。 

植物 组 织 的 有 效 匀 浆 更 具 挑 战 性 ， 主 要 是 由 于 植物 细胞 有 细胞壁 。 通 常 采 用 物理 手段 破 
碎 植 物 细胞 ， 利 用 快速 转动 的 刀片 更 容易 使 植物 组 织 匀 浆 化 。 常 用 的 是 韦 林 搅 切 器 〈 设 计 上 
有 些 类 似 于 家 用 食物 搅 切 器 )。 这 种 方法 也 可 以 用 来 破碎 动物 组 织 。 


3.2.2 微生物 细胞 破碎 


微生物 细胞 壁 的 存在 使 微生物 细胞 的 破碎 也 很 难 。 尽 管 如 此 ， 还 是 有 许多 非常 有 效 的 办 
法 可 以 破碎 大 量 的 微生物 样品 〈 表 3. 4)。 像 超声 或 溶菌 酶 处 理 这 样 的 破碎 手段 ， 由 于 对 仪 
器 设备 的 要 求 或 者 是 成 本 的 原因 ， 通 常 只 适用 于 实验 室 规模 的 操作 。 通 过 化 学 手段 大 规模 破 
碎 细胞 已 经 有 一 些 成 功 的 实例 ， 使 用 的 化 学 方法 包括 各 种 去 污 剂 和 抗生素 ， 有 机 溶剂 如 甲 莱 
或 丙酮 ， 碱 性 条 件 处 理 或 使 用 离 液 剂 如 尿素 或 肽 。 

破碎 微生物 细胞 的 一 些 化 学 、 物 理 和 酶 学 方法 如 下 。 

OPA: APS. HAR. AIEA GP, KE., AAA CURE. NO. © 
PETRER. OHE., OIK. CETER (通常 是 玻璃 珠 ) 作用 下 搅动 。@ 溶 菌 酶 
处 理 。 : 

使 用 去 污 剂 提 取 和 蛋白 质 的 操作 在 许多 实例 中 非常 有 效 ， 但 是 也 有 许多 缺点 。 去 污 剂 的 作 
用 方式 主要 是 溶解 细胞 膜 。 离 子 去 污 剂 如 十 二 烷 基础 酸 钠 比 非 高 子 去 污 剂 如 聚 山 梨 醇 酯 更 有 
效 。 使 用 去 污 剂 的 主要 缺点 是 去 污 剂 容易 引起 蛋白 质变 性 和 沉淀 ， 这 显然 限制 了 它们 的 应 
用 。 许 多 其 他 化 学 方法 包括 使 用 各 种 有 机 溶剂 或 在 碱 性 条 件 下 温 育 也 不 能 避免 同样 的 缺点 。 
此 外 ， 即 使 所 使 用 的 化 学 试剂 对 蛋白 质 没有 负面 作用 ， 但 它 
们 的 存在 也 可 能 对 后 续 的 纯化 步骤 有 不 利 影 响 ( 如 去 污 剂 的 
存在 可 能 抑制 蛋白 质 与 朴 水 作用 柱 结合 ) 。 另 外 ， 如 果 终 产 
物 中 存在 这 些 试剂 ， 即 使 是 痕 量 的 ， 由 于 诸多 原因 也 不 能 接 
受 。 使 用 去 污 剂 破碎 细胞 的 方法 有 许多 成 功 的 实例 ， 如 在 大 
规模 提取 和 纯化 胆固醇 氧化 酶 时 就 是 使 用 Triton 使 诺 卡 菌 细 
胞 可 通 透 的 (第 9 章 )。 

机 械 方法 如 匀 浆 或 剧烈 研磨 常常 能 对 微生物 细胞 (和 某 
些 动 物 或 植物 组 织 ) 起 到 很 好 的 破碎 效果 。 匀 浆 时 细胞 悬 液 
在 非常 高 的 压力 作用 下 通过 一 个 内 径 非 常 窗 的 小 孔 ， 从 而 产 
生 非 常 强 的 剪 切 力 ， 而 当 悬 液 穿 过 孔径 流出 时 ， 压 力 又 几乎 
在 瞬间 降 到 常规 大 气压 ， 强 的 剪 切 力 和 随后 压力 的 迅速 下 降 m32 细胞 匀 浆 器 图 例 
是 对 破碎 细胞 非常 有 效 的 作用 力 ， 可 以 使 大 多 数 微 生物 细胞 示例 的 是 常规 破碎 微生物 细胞 、 
HAM (E 3. 2) 。 多 数 情 况 下 ， 一 次 匀 浆 就 可 以 使 足够 的 细胞 一 些 动物 或 植物 组 织 的 众 
破碎 ， 但 有 时 也 可 能 需要 匀 兹 两 次 或 三 次 。 多 仪器 中 的 一 种 
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早 在 20 世纪 50 年 代 就 已 经 发 明 并 开始 应 用 原型 匀 浆 器 ， 如 今 设计 上 已 经 有 了 许多 改 
进 。 有 效 的 制冷 系统 的 添加 最 大 限度 地 抑制 了 蛋白 质 的 变性 〈 由 于 匀 桨 过 程 中 产生 的 巨大 热 
量 使 得 变性 不 可 避免 )。 现 在 已 经 有 能 处 理 大量 细 胞 悬 液 的 匀 浆 器 ， 其 中 一 些 可 以 在 1h 内 有 
效 处 理 数 千 升 的 悬 液 。 

在 实验 室 水 平 或 工业 生产 规模 常用 的 能 有 效 破碎 微生物 细胞 的 另 一 个 方法 是 在 玻璃 珠 的 
作用 下 搅动 细胞 。 微生物 与 一 定数 量 的 直径 为 0.2 一 0. 3mm 的 玻璃 珠 放 在 研磨 器 的 腔 中 ， 
然后 剧烈 播 动 或 搅动 珠子 与 微生物 的 混合 物 ， 使 珠子 和 微生物 细胞 之 间 发 生 强 烈 撞 击 ， 也 使 
得 细胞 在 转动 的 珠子 之 间 发 生 碾 磨 ， 所 有 这 些 力促 使 大 多 数 微生物 细胞 有 效 破碎 。 操 作 参 数 
如 细胞 和 珠子 的 比例 ， 搅 动 速率 和 搅动 时 间 都 可 以 调整 以 使 所 处 理 的 特定 的 细胞 达到 最 佳 破 
碎 效 果 。 实 验 室 系统 可 以 在 几 分 钟 内 完成 数 克 微生物 细胞 的 匀 浆 ， 工 业 生 产 规 模 的 珠 研磨 系 
统 每 小 时 可 以 处 理 超过 1000L 的 细胞 悬 液 。 制 冷 系统 通过 驱散 研磨 过 程 中 产生 的 巨大 热量 
而 最 大 程度 地 保留 了 蛋白 质 的 活性 。 


3. 3 ”去 除 完整 细胞 和 细胞 碎片 


匀 浆 步骤 完成 后 产生 的 细胞 碎片 和 残留 的 任何 完整 细胞 都 可 以 通过 离心 或 过 滤 除 去 ， 正 
如 前 面 提 到 的 这 些 技术 也 可 以 在 纯化 细胞 外 蛋白 的 初始 过 程 中 用 于 从 培养 液 中 去 除 完整 
细胞 。 


3.3.1 离心 


HKR 固定 体积 ) 离心 机 一 个 旋转 循环 最 多 可 以 处 理 几 升 的 样品 ， 因 而 一 般 只 局 限于 
实验 室 规模 的 操作 ,工业 生产 规模 的 蛋白 质 纯化 一 般 要 处 理 几 百 升 或 几 千 升 的 粗 提 物 ， 工 业 
规模 离心 通常 使 用 连续 流离 心机 ， 匀 浆液 连续 泵 到 离心 机 中 ,汪清 液 被 连续 收集 。 定 期 停 转 
离心 机 手工 沉淀 物 ， 就 可 以 去 除 离心 腔 中 沉积 的 周 体 。 但 新 型 连续 流离 心机 在 设计 上 都 
装 有 外 周 喷嘴 ， 收 集 的 固体 可 以 连续 排出 ， 或 者 通过 一 个 合适 的 排出 阀 使 沉淀 物 间断 排出 。 
可 以 买 到 的 连续 流离 心机 有 多 种 不 同 的 设计 ， 其 中 包括 碟 式 离心 机 、 空 杯 离心 机 和 复式 离心 
机 等 三 个 基本 类 型 。 间 吹 式 离心 机 在 离心 力 大约 为 5000g 时 离心 15min 或 更 短 的 时 间 可 以 
使 多 数 微生物 细胞 沉降 。 有 效 去 除 细胞 碎片 需要 更 强 的 离心 力 和 更 长 的 离心 时 间 ， 典 型 的 是 
10000g 离心 45min。 

尽管 间歇 式 离心 机 可 以 达到 更 大 的 离心 力 ， 但 现在 的 连续 流离 心机 产生 的 重力 足以 有 效 
处 理 高 流速 的 样品 ， 典 型 的 可 以 达到 大 约 每 小 时 数 百 升 。 无 论 是 实验 室 规模 还 是 工业 生产 规 
模 ， 离 心 依然 是 有 效 分 离 细胞 和 细胞 碎片 的 首选 方法 。 但 是 诸多 因素 ， 尤 其 是 高 的 仪器 投 人 
和 运行 费用 ， 促 使 研究 收集 细胞 和 细胞 碎片 的 蔡 代 方法 ， 应 用 最 普遍 的 是 过 滤 。 


3.3.2 i$ 


过 滤 可 以 从 溶液 中 去 除 细胞 和 细胞 碎片 。 深 层 滤器 或 〈 更 普遍 ) 膜 滤器 都 可 以 使 用 。 深 
层 滤器 由 随机 定向 的 纤维 (一般 是 玻璃 纤维 或 纤维 素 纤维 ) 构成 ， 这 些 纤维 形成 不 规则 的 管 
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网 或 筛 状 结构 。 这 样 的 滤器 不 仅 将 颗粒 保留 在 表面 ， 滤 材 深 处 也 有 上 颗粒。 深层 滤器 有 时 用 于 
从 发 酵 液 中 去 除 完整 细胞 ， 对 此 本 章 后 面 有 所 讨论 。 这 样 的 滤器 还 可 以 用 来 从 溶液 中 除去 或 
减少 细胞 碎片 、 变 性 蛋白 质 聚 集 物 或 其 他 沉淀 物 。 

膜 过 滤 也 称 微 过 滤 ， 使 用 的 是 膜 样片 状 聚 合 物质 如 醋酸 纤维 素 、 硝 酸 纤维 素 、 尼 龙 或 聚 
四 氟 乙 烯 〈Polytetrafluoroethylene， PTFE) ， 膜 上 有 非常 小 的 孔 。 孔 径 一 般 在 0. 02 一 10km 
之 间 。 孔 直径 为 0. 2 一 0. 45pm 的 膜 滤器 将 保留 所 有 微生物 细胞 。 颗 粒 或 细胞 只 保留 在 滤器 
表层 的 表面 或 内 部 。 准 备 过 滤 的 材料 在 一 定 的 压力 下 通过 过 滤 系 统 ， 以 获得 满意 的 流速 。 采 
用 膜 过 滤 从 溶液 中 去 除 细胞 和 细胞 碎片 变 得 越 来 越 普 及 。 这 种 方法 既 有 效 ， 设 备 要求 又 不 
高 。 这 种 滤器 一 般 都 是 弹药 简 形 ， 但 也 可 以 是 平 的 碟 形 〈 工 业 用 滤器 多 数 是 简 形 ) (图 
3. 3) 。 将 矩形 滤 膜 放 在 相同 大 小 的 支撑 网 上 ， 然 后 折 出 裙 皱 ， 两 个 末端 粘 在 一 起 形成 圆柱 置 
于 塑料 中 心 柱 和 对 滤 膜 本 身 起 物理 保护 和 支撑 作用 的 外 层 结构 之 间 。 打 初 的 目的 是 为 了 在 紧 
次 的 面积 内 增加 过 滤 表 面积 。 这 样 的 滤器 一 般 都 是 不 锈 钢 外 壳 。 


图 3.3 滤器 图 例 
(a) —KMRABs (D 一 亦 滤器 和 它们 的 不 锈 钢 外 充 。 外 层 的 塑料 
LARP TAM CMH AR Pall Process Filtration 
Ltd. 允许 使 用 


膜 过 滤 系 统 的 主要 缺点 之 一 是 容易 堵塞 ， 这 会 导致 流速 急速 下 降 ， 阻 塞 也 会 导致 过 
滤 系 统 内 压力 增加 ， 从 而 潜在 破坏 滤 膜 的 完整 性 。 但 是 现在 多 数 滤器 都 可 以 耐 受 相对 高 
的 压力 。 

添加 适当 的 预 过滤 系 统 总 是 能 提高 滤器 的 有 效 过 滤 使 用 周期 并 维持 通过 主 滤 膜 的 较 高 的 
流速 。 因 而 发 酵 液 或 匀 桨 液 可 以 先 用 深层 滤器 过 滤 ， 流 出 液 再 经 过 膜 滤器 。 另 一 个 方法 是 使 
用 2 个 或 3 个 膜 滤器 ， 膜 的 孔径 不 一 ， 按 大 小 依次 连接 。 这 样 的 系统 在 工业 上 应 用 很 普遍 ， 
工业 使 用 微 过 滤 以 使 流出 液 无 菌 。 

微 过 滤 经 常用 于 对 蛋白 质 溶液 进行 除 菌 。 使 用 孔径 绝对 是 0. 2pm 的 滤 膜 可 以 完全 去 除 
微生物 细胞 。 滤 膜 可 以 分 为 完全 滤 膜 或 不 完全 滤 膜 ， 完 全 滤 膜 保证 可 以 去 除 大 于 滤 膜 标示 孔 
径 的 全 部 颗粒 ， 也 就 是 说 这 种 滤 膜 的 阻 洁 效 率 是 100%， 而 不 完全 滤 膜 的 阻 灌 效 率 可 能 达 不 
到 100%， 尽 管 这 种 滤 膜 比 前 者 要 廉价 得 多 ， 但 是 要 求 严格 的 操作 还 是 不 要 使 用 。 如 除 菌 操 
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作 。 实验 室 规模 的 除 菌 操作 通常 使 蛋白 质 溶液 直 
5.00 um 接 通 过 0. 22pm 滤 膜 就 可 以 达到 目的 ， 而 工业 规 
— 100 pm LER SER TR ECCE EH TL KO Ium 
0. 45pm, 0. 2um 的 滤 膜 组 成 的 过 滤 系 统 。 依 次 使 
Hi Sum 和 lym 滤 膜 ， 再 附加 0. 45pm 滤 膜 可 以 降 
低微 生物 水 平 生物 负 载 )。 逐 次 降低 滤 膜 孔径 能 
够 延长 小 孔径 滤 膜 的 使 用 寿命 。 
许多 新 式 过 滤 系 统 都 是 在 一 个 单一 的 弹药 简 
式 系统 中 整合 了 几 个 不 同 孔径 的 滤 膜 (图 3.4)。 
例如 ， 预 滤器 层 、 两 个 不 同 孔 径 的 膜 滤器 和 一 层 
支撑 得 网 挨 层 依 序 叙 放 ， 折 出 皱 裙 并 将 两 头 连 在 
图 3.4 有 3 层 不 同 孔径 小 膜 的 一 起 形成 圆柱 状 过 滤 简 。 在 一 个 过 滤 系 统 中 ， 一 
WARWXIMGORE 个 这 样 的 滤器 可 以 替代 2 个 或 3 个 单 孔径 滤器 。 
现在 大 多 数 简 式 滤器 都 可 以 重复 高 压 灭 菌 ， 或 在 线 蒸汽 灭 菌 ， 并 且 可 以 在 较 高 的 温度 〈70 一 
75°C) 下 使 用 相当 长 的 时 间 。 
为 了 确保 其 有 效 性 ， 需 要 经 常 检查 滤 膜 的 完整 性 ， 包 括 在 使 用 之 前 和 使 用 之 后 。 最 常 使 
用 的 检查 膜 完整 性 的 方法 有 双 点 检测 法 和 持 压 检测 法 ， 两 种 方法 都 有 赖 于 监测 增 压 空气 对 过 
滤 系统 的 效应 。 
虽然 多 数 过 滤 介质 都 是 相对 惰性 的 ， 但 是 一 些 蛋白 质 或 其 他 分 子 由 于 静电 作用 、 朴 水 作 
用 或 其 他 作用 吸附 于 过 滤 介质 的 可 能 性 还 是 存在 。 这 种 可 能 性 通常 必须 经 过 直接 实验 确定 
总 之 ， 在 蛋白 质 纯化 过 程 中 的 许多 阶段 都 可 以 应 用 过 滤 技术 ， 
QD 实现 完整 细胞 从 发 酵 液 中 的 分 离 ; 
@ 细胞 破碎 后 去 除 完整 细胞 和 细胞 碎片 
@ 在 纯化 过 程 的 后 期 减少 或 完全 消除 产物 中 的 微生物 。 
有 时 离心 也 可 以 替代 过 滤 达 到 同样 的 分 离 效果 。 虽 然 离心 是 分 离 的 传统 方法 ， 但 过 滤 的 
应 用 正在 增多 ， 尤 其 是 在 工业 生产 中 。 过 滤 之 所 以 越 来 越 普遍 ， 主 要 是 因为 其 设备 成 本 投入 
少 而 且 运行 成 本 低 ， 另 外 不 稳定 蛋白 质 失 活 降低 。 不 稳定 蛋白 质 可 能 被 连续 流离 心 过 程 产生 
的 前 切 力 或 因 产 生 泡 沫 而 破坏 。 相 比 而 言 大 多 数 过滤 系 统 比 离心 过 程 实际 耗 时 更 短 。 本 章 后 
面 将 讨论 到 另 一 种 形式 的 过 滤 一 一 超 滤 ， 超 滤 可 用 于 蛋白 质 溶液 的 浓缩 。 


3.3.3 双 水 相 分 离 


双 水 相 分 离 技术 可 用 于 从 溶解 的 蛋白 质 中 分 离 完 整 细胞 或 细胞 碎片 ， 也 可 以 对 蛋白 质 进 
行 一 定 程度 的 纯化 和 浓缩 。 虽然 双 水 相 分 离 技 术 在 实验 室 和 试点 工厂 已 研究 多 年 ， 但 在 工业 
生产 上 并 未 得 到 广泛 应 用 ， 主 要 原因 是 对 这 项 技术 在 分 子 水 平 是 如 何 工作 的 缺乏 了 上 解 。 

双 水 相 分 离 技术 的 原理 是 许多 水 溶性 (水 性 ) 聚合 物 彼此 或 与 高 离子 强度 的 盐 溶液 是 不 
相 容 的 ， 因 而 ， 如 果 一 种 这 样 的 聚合 物 与 盐 溶液 或 与 另 一 种 〈 不 相 容 的 ) 聚合 物 混合 ， 经 过 
一 段 时 间 会 形成 两 相 。 这 样 的 分 离 系 统 可 以 用 来 从 细胞 碎片 或 其 他 杂质 中 分 离 蛋白 质 ， 碎 片 
分 配 到 下 层 相 ， 该 相 极 性 更 强 密度 更 高 ， 而 可 溶性 的 蛋白 质 则 倾向 于 分 配 到 上 层 相 ， 该 相 极 
性 更 弱 密度 更 低 。 之 后 将 两 相 分 开 就 可 以 有 效 分 离 细 胞 碎片 和 溶解 的 蛋白 质 。 
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应 用 最 普遍 的 聚合 物 是 聚 乙 二 醇 Be 
Q 


(polyethylene glycol, PEG, Z 4% 4T hi b E 
连接 形成 的 聚合 物 》 和 葡 聚 糖 〈 重 复 的 葡萄 糖 (occ on HoH /Lo-cn, 
OH Q 


残 基 通过 ul-~~6 键 连接 形成 的 聚合 物 ， 又 称 


“ 右 旋 糖 背 ”， 图 3. 5) 。 应 用 最 普遍 的 聚合 物 - Ho 和 Yo 
盐 系统 是 聚 乙 二 醇和 磷酸 盐 〈 一 般 是 磷酸 钠 盐 " e 
RAD 系统 。 如 果 PEG 和 葡 聚 糖 溶液 与 细 -— 

胞 匀 浆 液 在 适当 条 件 下 混合 ， 强 白质 成 分 分 配 Qo pEG nom a RE omoes 

到 上 层 PEG 相 ， 而 细胞 碎片 沉积 在 下 层 葡 聚 (b) CRAREK RARER H 


糖 相 。 通 过 这 种 方法 经 过 较 长 的 时 间 可 以 实现 
有 效 分 离 。 如 果 是 PEG 和 磷酸 盐 混 合 系统 ， 和 蛋白 质 倾向 于 聚积 在 上 层 富 含 PEG 相 ， 而 碎片 
聚积 在 下 层 富 含 磷酸 盐 相 〈 图 3. 6) 。 


MS HMF PEG 


含 可 溶性 匀 桨 液 
成 分 的 PEG 相 


含 细胞 碎片 的 
tM 


图 3.6 用 于 从 蛋白 质 溶液 中 分 离 细胞 碎片 的 双 水 相 纯 化 系统 的 原理 


当 两 个 这 样 的 不 相 容 的 水 溶性 部 分 混合 时 ， 随 后 的 相 分 离 进 展 缓慢 。 但 是 ， 离 心力 可 以 
提高 相 分 离 的 速度 ， 因 此 混合 之 后 可 以 进行 离心 以 加 速 相 分 离 。 一 有 旦 两 相 分 离 完成 ， 含 有 蛋 
白质 的 一 相 进入 下 一 步 程序 。 在 实验 室 一 般 都 是 应 用 间歇 式 离心 加 速 相 分 离 。 连 续 离 心 更 适 
用 于 工业 生产 。 含 有 目标 蛋白 的 一 相 经 过 超 滤 (参见 3. 4. 3 超 滤 浓 缩 )， 蛋 白质 产 物 即 刻 得 
到 浓缩 。 或 者 进行 第 二 次 双 相 提取 也 可 以 实现 进一步 的 纯化 ， 而 这 一 次 的 分 配 系 数 不 同 于 第 
一 次 。 例 如 ， 改 变 所 用 聚合 物 的 分 子 质量 〈 不 同 的 PEG. 的 分 子 质量 范围 可 以 在 200 ~ 
20000u 之 间 )， 或 者 调整 溶液 的 离子 强度 都 可 以 达到 改变 分 配 系数 的 目的 。 经 过 第 二 次 双 相 
分 离 ， 根 据 不 同 的 实验 条 件 一 些 蛋白 质 仍 保留 在 PEG 相 中 ， 而 另 一 些 则 分 配 到 下 层 相 。 两 
次 双 相 分 离 后 目标 蛋白 获得 一 定 的 纯化 。 

如 果 蛋 白质 分 子 连 上 一 个 与 双 相 系统 中 极 性 最 小 的 聚合 物 〈 一 般 是 PEG) 特异 结合 的 
配 基 就 可 以 使 蛋白 质 更 高 程度 地 分 配 到 该 相 中 ， 这 种 技术 称 为 亲 和 分 配 。 亲 和 分 配 所 采用 的 
条 件 不 仅 使 核酸 和 细胞 碎片 分 配 到 极 性 更 强 的 相 中 ， 还 可 以 使 多 数 蛋白 质 杂 质 也 分 配 到 极 性 
强 的 相 中 ， 但 目标 蛋白 由 于 配 基 的 存在 会 分 配 到 极 性 较 弱 的 相 中 。 亲 和 配 基 可 以 是 特异 的 ， 
如 目标 酶 的 底 物 或 者 是 抑制 剂 ， 也 可 以 是 非特 异 的 ， 如 与 多 种 蛋白 质 都 有 结合 作用 的 许多 染 
料 。 本 章 后 面 对 亲 和 配 基 有 更 详细 的 讨论 。 

双 水 相 分 离 技术 是 一 种 有 潜在 应 用 价值 的 澄清 或 部 分 纯化 技术 ， 理 由 如 下 : 

QD 方法 温和 ， 对 多 数 蛋 白质 的 生物 活性 只 有 很 小 的 甚至 没有 负面 影响 ; 

Q 所 使 用 的 许多 聚合 物 对 蛋白 质 有 稳定 作用 ， 
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@ 蛋白 质 的 活性 回收 率 一 般 都 很 高 ; 

CD 扩大 规模 的 技术 难度 小 。 

这 项 技术 的 主要 缺点 与 对 分 离 过 程 的 分 子 机 制 缺乏 了 解 有 关 ， 为 达到 有 效 分 离 而 对 技术 
进行 改进 只 能 完全 依据 经 验 ， 没 有 对 其 中 关键 原理 的 掌握 ， 不 可 能 对 系统 设计 提出 合理 的 方 
案 。 工 业 级 的 葡 聚 糖 也 相当 晶 贵 ， 使 用 粗 制 剂 或 用 其 他 聚合 物 如 聚 乙烯 醉 Cpolyvinyl alco- 
hol, PVA) 或 聚 乙烯 树脂 〈polyvingl pyrrolidone, PVP) 代替 可 以 克服 这 一 问题 。 由 于 存 
在 上 述 缺点 ， 并 且 有 可 以 替代 的 成 熟 的 分 离 技术 如 离心 或 过 滤 ， 使 得 这 项 技术 的 应 用 迄今 为 
止 受 到 限制 。 


3.3.4 核酸 和 脂 类 的 去 除 


有 时 在 开始 纯化 之 前 先 去 除 或 破坏 细胞 匀 浆 中 的 核酸 是 值得 的 也 是 必要 的 。 大 基 核 
酸 的 释放 常常 会 使 细胞 匀 浆 液 的 黏度 大 大 增加 ， 这 通常 都 令 匀 浆液 更 难处 理 ， 尤 其 是 
在 工业 规模 处 理 大 量 样品 时 。 黏 度 的 显著 增加 给 去 除 细 胞 碎片 的 方法 提出 另外 的 要 求 ， 
对 这 样 的 溶液 可 能 要 提高 离心 力 并 延长 离心 时 间 才 能 有 效 沉淀 细胞 碎片 ， 如 果 去 除 碎 
片 采用 的 是 过 滤 的 方法 ， 那 么 黏度 增加 可 能 对 流速 和 滤 膜 性 能 都 有 负面 影响 。 如 果 处 
理 的 是 原核 生物 细胞 ， 匀 浆 过 程 中 由 于 核酸 释放 引起 的 黏度 增加 尤其 值得 注意 ， 办 为 
原核 细胞 不 同 于 真 核 细胞 ， 核 酸 没有 核 膜 包 被 ， 而 核 膜 是 在 细胞 内 对 核酸 起 保护 作 
用 的 。 

并 非 所 有 的 纯化 过 程 都 需要 特别 的 去 除 核酸 的 步骤 ， 是 否 需 要 这 样 一 步 要 视 释 放 的 核酸 
对 悬 液 黏度 的 影响 程度 以 及 蛋白 质 终 产物 的 预期 用 途 而 定 ， 如 果 纯 化 蛋白 质 的 目的 是 用 于 治 
疗 ， 有 效 去 除 核酸 尤其 重要 ， 当 局 的 权威 规定 一 般 都 强调 每 一 个 治疗 剂量 的 终 制剂 中 核酸 含 
量 罕 多 不 能 超过 几 个 皮 克 (参见 第 4 章 )。 

在 蛋白 质 纯化 过 程 中 通过 沉淀 或 用 核酸 酶 处 理 可 以 有 效 除 去 核酸 ， 一 些 阳 离子 C 
Et) 分 子 对 沉淀 DNA 和 RNA 有 效 ， 它 们 与 荷 负电 的 核酸 形成 复合 物 并 发 牛 沉 淀 。 最 
常用 的 沉淀 剂 是 长 链 阳 离子 聚合 物 聚 乙烯 亚 胺 (图 3.7)。 通 过 离心 或 过 滤 将 沉淀 与 细胞 
碎片 一 起 去 除 。 纯 化 用 于 治疗 的 蛋白 质 时 不 建议 使 用 聚 乙烯 亚 胺 ， 因 为 聚 乙烯 亚 胺 试剂 
中 可 能 存在 少量 未 反应 的 单 体 分 子 ， 这 样 的 单 体 分 子 可 能 是 致癌 的 。 如 果 使 用 了 可 能 含 
单 体 的 聚 乙 烯 亚 胺 ， 后 面 的 纯化 步骤 必须 确实 能 有 效 并 完全 去 除 可 能 保留 在 溶液 中 的 任 
何 聚合 物 或 单 体 。 

ECH: 一 CH: ~NH> 
图 3.7 聚 乙烯 亚 能 重复 结构 单元 的 分 子 结构 


用 核酸 酶 处 理 也 可 以 去 除 核酸 ， 核 酸 酶 催化 核酸 分 子 的 酶 降解 。 事 实 上 核酸 酶 处 理 正在 
迅速 成 为 蛋白 质 纯化 过 程 中 去 除 以 酸 的 最 普遍 的 方法 。 这 种 处 理 有 效 、 廉 价 ， 而 且 不 同 于 许 
多 化 学 沉淀 剂 ， 核 酸 酶 本 身 无 害 ， 也 不 影响 蛋白 质 终 产物 的 安全 性 。 

- 些 类 型 的 细胞 或 组 织 〈 动 物 源 的 尤其 应 注意 ) 中 脂 的 含量 很 可 观 ， 由 于 : 中 脂 类 
是 污染 成 分 ; 四 可 能 干扰 后 面 的 纯化 步骤 〈 如 阻塞 层 析 柱 )， 因 此 有 必要 在 进一步 纯化 
之 前 从 粗 蛋白 质 溶液 中 去 除 脂 层 。 洲 液 通过 玻璃 丝 或 网 孔 非 常 细 的 织物 过 滤 能 去 除 
IUE. 
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3.4 ”浓缩 和 初步 纯化 


在 许多 蛋白 质 纯化 过 程 的 初始 阶段 ， 目 标 蛋 白 的 浓度 都 很 低 ， 因 而 必须 处 理 很 大 体积 的 
液体 ， 对 微生物 发 酵 过 程 中 或 动物 细胞 培养 过 程 中 分 泌 到 培养 液 中 的 蛋白 质 尤 其 如 此 。 因 此 
有 必要 对 这 样 的 溶液 进行 浓缩 ， 目 的 是 使 抽 提 的 体积 对 后 面 的 纯化 步骤 更 易 操作 。 实 验 室 用 
于 浓缩 的 方法 主要 有 如 下 几 种 : 

© Bi: 

Q 沉淀 ( 盐 、 溶 剂 等 ); 

@ 离子 交换 层 析 ; 

@ 真空 透析 ; 

© 冷冻 干燥 ， 

© 加 入 干燥 的 Sephadex G-25 (参见 下 面 介 绍 )。 

干燥 的 Sephadex G-25 加 入 到 稀 的 蛋白 质 溶 液 中 ，Sephadex 颗粒 膨胀 ， 在 颗粒 水 合 过 
程 中 水 进入 到 颗粒 结构 内 部 ， 而 蛋白 质 分 子 由 于 太 大 不 能 进入 凝 胶 基质 ， 保 留 在 颗粒 周围 体 
积 已 减 小 的 液体 中 ， 从 而 得 到 有 效 浓缩 。 不 同 于 上 面 提 到 的 许多 其 他 技术 ， 这 种 浓缩 方法 不 
宜 放 大 ， 主 要 是 由 于 经 济 因素 。 

对 于 大 规模 应 用 ， 抽 提 液 的 浓缩 一 般 使 用 沉淀 、 离 子 交换 层 析 或 者 超 滤 。 每 一 种 方 
法 都 有 自身 的 缺点 和 优点 ， 所 有 方法 都 能 有 效 浓缩 蛋白 质 溶液 ， 同 时 可 能 达到 一 定 程度 
的 纯化 。 


3.4.1 沉淀 浓缩 


中 性 盐 、 有 机 溶剂 、 高 分 子 量 聚 合 物 或 通过 适当 的 pH 值 调整 都 可 以 促进 蛋白 质 的 沉淀 
CR 3.4)。 沉 淀 浓缩 是 已 知 的 最 古老 的 浓缩 方法 之 一 ， 中 性 盐 硫 酸 铵 溶解 性 高 、 价 格 低廉 、 
对 多 数 蛋 白质 都 不 引起 变性 、 对 许多 蛋白 质 有 稳定 作用 ， 因 此 可 能 是 应 用 最 普遍 的 蛋白 质 沉 
Vm. 


R34 从 溶液 中 沉淀 蛋白 质 的 不 同方 法 和 技术 


mM 
MERAN 

如 聚 乙 二 醇 

加 入 配 基 - 常 常 是 抗体 -根据 生物 特异 分 子 间作 用 从 溶液 中 沉淀 日 标 蛋 白 

有 些 蛋 白质 在 等 电 点 时 从 溶液 中 析出 

如 果 在 变性 因素 作用 下 ,目标 蛋白 比 杂 蛋 白 更 稳定 ,能 沉淀 杂 蛋 白 而 不 沉淀 目标 蛋 
白 的 方法 ,如 极端 pH 或 提高 温度 


加 入 中 性 盐 
加 入 有 机 溶剂 
加 入 有 机 聚合 物 
亲 和 沉 淀 
调整 溶液 PH 
选择 变性 


在 蛋白 质 溶液 中 加 入 少量 中 性 盐 常 常会 使 蛋白 质 溶解 度 增加 ， 即 “ 盐 入 效应 ”。 但 当 
盐 浓 度 达到 一 定 值 时 蛋白 质 的 溶解 度 达到 最 高 ， 此 时 再 提高 盐 浓 度 会 导致 溶液 中 蛋白 质 
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稳定 性 下 降 ， 并 最 终 发 生 沉淀 ， 这 是 “ 盐 出 效 

应 ”( 图 3. 8)。 高 浓度 的 中 性 盐分 子 与 蛋白 质 分 

子 有 力 竞争 水 分 子 发 牛 水 合作 用 ， 促 进 蛋 白质 分 

于 之 间 的 作用 ， 使 得 相 邻 蛋白 质 分 子 表面 的 疏水 

基 团 之 间 的 作用 成 为 主导 作用 ， 这 种 蛋白 质 与 蛋 

白质 之 间 的 作用 最 终 导 致 蛋 白质 沉淀。 

在 蛋白 质 溶液 中 加 入 各 种 有 机 溶剂 也 能 促进 蛋白 

, Bis 盐 浓度 对 蛋白 质 溶解 性 的 影响 。 质 沉淀 。 加 入 的 有 机 溶剂 降低 了 水 溶液 的 介 电 常数 ， 

ete a re te 从 而 促进 溶液 中 荷 电 相反 的 基 团 之 间 的 静电 吸引 ， 荷 
EM RELAX So aca m cn 电 相反 的 蛋白 质 之 间 的 作用 增强 并 最 终 形成 沉淀。 

x EEUAXX EU 经 常用 来 促进 蛋白 质 沉淀 的 有 机 溶剂 有 乙 醉 、 异 

丙 醇 、 丙 酮 和 乙醚 (Fd 3.9)。 为 防止 蛋白 质变 性 ， 使 

用 有 机 溶剂 沉淀 蛋白 质 必须 在 0C 或 0C 以 下 进行 。 由 于 这 些 有 机 溶剂 能 够 降低 水 溶液 的 凝 因 点 ， 


TORERE — 
s 
> 
g 
E 


diu 


因此 溶液 温度 维持 在 零下 儿 度 通常 是 可 行 的 。 on 
IMA APB A Uo SOR Z,— A EIER ca， yon decla: 
沉淀 ， 但 是 加 入 这 类 聚合 物 通常 会 显著 提高 溶液 zw sum 


ME, MINIMA, Ao 
或 过 滤 回 收 沉淀 ， 然 后 将 沉淀 溶解 在 小 体积 的 重 cn bc, cp_cn_o_cn — cn, 
悬 液 中 ， 达 到 有 效 浓缩 。 "nm zm 

沉淀 浓缩 在 许多 工业 上 的 重要 蛋白 质 的 下 图 3.9 沉淀 蛋白 质 最 常用 的 有 机 溶剂 的 分 子 结构 
游 处 理 中 也 具有 重要 作用 。 这 项 技术 相对 容易 操作 ， 需 要 的 设备 也 不 多 。 很 多 情况 下 
沉淀 也 可 以 对 和 蛋白 质 起 到 一 定 的 纯化 作用 ( 令 不 同 的 蛋白 质 从 溶液 中 有 效 析出 的 盐 浓 
度 一 般 不 同 )， 通常 生物 活性 的 回收 率 也 很 高 。 这 种 技术 也 有 一 些 缺 点 ， 尤 其 是 用 于 工 
业 生产 ， 

QD 许多 沉淀 剂 都 是 高 腐蚀 性 的 ， 尤 其 是 对 离心 机 转 头等 不 锈 钢 设 备 ， 

O 如 果 起 始 蛋白 质 浓度 很 低 ， 使 用 沉淀 方法 一 般 是 无 效 的 ， 这 种 情况 下 蛋白 质 的 回收 
率 可 能 会 很 低 ; 

O 有 些 沉淀 剂 如 丙酮 和 乙醚 是 高 度 易 燃 的 ， 因 此 操作 很 危险 ， 另 外 有 些 沉淀 剂 如 乙醇 
CEGE 

O 许多 沉淀 剂 〔( 如 大 多 数 有 机 溶剂 ) 使 用 后 必须 适当 处 理 ， 不 可 随意 弃置 ; 

© 许多 情况 下 在 进一步 操作 之 前 必须 去 除 沉淀 中 残留 的 任何 沉淀 剂 。 例 如 硫酸 饶 沉 演 
的 蛋白 质 重新 洲 解 进行 离子 交换 层 析 之 前 必须 去 除 其 中 的 硫酸 饮 ， 去 除 方法 是 透析 或 过 滤 
(后 面 讨论 )。 

纯化 血清 蛋白 的 传统 方法 包括 数 步 蛋 白质 沉淀 步 骤 ， 是 一 例 重要 的 工业 流程 ， 使 用 的 沉 
演 剂 一般 有 乙醇 和 硫酸 铵 。 但 是 许多 新 的 流程 在 对 蛋白 质 溢 液 进行 初始 法 缩 时 不 再 使 用 沉淀 


的 方法 。 
3.4.2 离子 交换 浓缩 


在 任何 一 个 给 定 的 pH 值 ， 蛋 白质 所 带 的 净 电荷 要 么 是 正 的 ， 要 么 是 负 的 ， 或 者 是 零 ， 
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利用 这 个 分 子 差别 参数 ， 选 择 合适 的 pH 值 、 离 子 强度 和 离子 交换 介质 可 以 分 离 不 同 的 蛋白 
质 分 子 ， 荷 正 电 的 蛋白 质 分 子 与 阳离子 交换 介质 结合 ， 而 荷 负电 的 蛋白 质 分 子 与 阴离子 交换 
介质 结合 。 随 后 用 高 离子 强度 的 溶液 如 含 终 浓度 高 达 0. Smol/L 的 NaCl 或 KCI 等 盐 的 组 
冲 液 ) 冲洗 ， 可 以 很 容易 洗 脱 结合 的 蛋白 质 。 离 子 交换 是 一 种 有 效 并 相对 便宜 的 初步 浓缩 方 
法 ， 也 可 以 使 蛋白 质 得 到 一 定 程度 的 纯化 。 

在 准备 处 理 的 溶液 中 直接 加 入 离子 交换 介质 可 以 很 容易 地 将 稀 溶液 中 的 蛋白 质 分 批 吸 
附 。 这 种 稀 的 蛋白 质 溶液 有 : 已 经 去 除 完整 细胞 的 含有 胞 外 蛋白 的 发 酵 液 和 细胞 培养 液 ， 或 
已 经 去 除 细胞 碎片 的 细胞 匀 桨 液 。 离 子 交 换 介质 可 以 通过 离心 回收 ， 然 后 放 在 过 滤 漏 斗 或 不 
锈 钢 容器 中 ， 盛 器 有 一 个 覆 有 得 网 的 出 口 ， 确 保 离子 交换 介质 不 流失 。 然 后 加 入 适当 的 高 离 
子 强度 溶液 从 介质 上 洗 脱 结合 的 蛋白 质 ， 收 集 含 蛋白 质 的 洗 脱 液 进行 下 一 步 操 作 。 离 子 交换 
介质 可 以 再 生 并 重复 用 于 蛋白 质 纯化 。 

如 果 葛 蛋白 带 负电 荷 ， 可 以 使 用 带 氨 乙 基 或 二 乙 氨 乙 基 等 功能 基 团 的 阴离子 交换 介质 
如 果 目 标 蛋 白带 正 电 荷 ， 使 用 带 羟 甲 基 等 功能 基 团 的 阳离子 交换 介质 〈 表 3.5)。 功 能 基 团 
与 多 孔 渗 水 珠子 共 价 连 接 ， 这 些 珠子 多 由 交 联 葡 聚 糖 〈 如 Sephadex 交换 介质 )、 琼 脂 糖 (如 
Sepharose 交换 介质 ) 或 纤维 素 (如 Sephacel 交换 介质 ) 等 制备 。 


表 3.5 附 在 层 析 珠 粒 上 形成 阳离子 或 阴离子 交换 介质 的 功能 基 团 


H 

—O—(CH2)2— H*—(CH:—CH3): 
—CH:—N* —(CH3); 
(HO: 
—0—(GCH;).— N* —CH; 
O- CH;—COO 
—CH:—SO; 
CH;—CH: —CH: 


阴离子 交换 介质 
阴离子 交换 介质 


二 乙 氨 乙 基 (DEAE) 
PEQ 


OH 
l. 
CH —cH; 


阴离子 交换 介质 
阳离子 交换 介质 
阳离子 交换 介质 
阳离子 交换 介质 


PZ M(QAE) 
IF Be CCM) 

mM 
丙 磺 酰 (CSP) 


SO: 


离子 交换 技术 比较 普及 是 因为 多 数 介质 相对 便宜 而 且 耐 用 ， 并 容易 再 生 ， 一 般 情况 下 蛋白 质 
回收 率 都 非常 高 ， 分 批 吸附 - 洗 脱 也 使 蛋白 质 溶液 得 到 高 度 净 化 ， 许 多 对 溶液 有 不 利 影响 的 杂质 
要 么 不 吸附 离子 交换 人 介质， 要么 在 洗 脱 目标 蛋白 的 条 件 下 不 被 洗 脱 。 除 了 部 分 变性 或 聚集 的 蛋白 
质 外 ， 不 需要 的 杂质 还 包括 前 面 净化 步骤 未 去 除 的 微粒 、 各 种 脂 类 和 /或 糖 类 。 为 了 防止 在 后 面 
的 纯化 步骤 中 堵塞 柱子 ， 需 要 对 含 杂质 的 蛋白 质 溶液 进行 有 效 净 化 。 初 步 的 离子 交换 处 理 也 使 蛋 
白质 得 到 一 定 程度 的 纯化 ， 因 为 只 有 带电 性 质 相 似 的 分 子 才 会 与 目标 分 子 同时 结合 并 被 共 洗 脱 。 


3.4.3 BBR 


超 滤 可 以 迅速 方便 地 浓缩 蛋白 质 溶液 (图 3. 10) ， 而 且 这 种 方法 在 实验 室 和 工业 上 都 是 
应 用 最 普遍 的 。 正 如 前 面 所 讨论 的 ， 微 过 滤 技 术 用 于 从 溶液 中 去 除 细胞 和 细胞 碎片 很 有 效 ， 
微 过 滤 中 使 用 的 膜 滤 器 的 孔径 的 范围 一 般 是 0.1 一 10xm， 这 样 的 孔径 可 以 截留 完整 细胞 和 
大 的 微粒 物质 ， 但 不 能 截留 绝 大 多 数 像 蛋 白质 这 样 的 大 分 子 化 合 物 ， 而 超 滤 膜 的 孔径 一 般 是 
1~20nm， 这 么 小 的 孔径 足以 截留 小 分 子 量 的 蛋白 质 。 现 在 出 售 的 超 滤 膜 的 截留 分 子 质量 为 
1 一 300ku， 应 用 最 普遍 的 是 截留 分 子 质量 为 3ku、10ku、30ku、50ku 和 100ku 的 膜 。 

传统 的 超 滤 膜 是 醋酸 纤维 素 膜 或 硝酸 纤维 素 膜 ， 现 在 生产 的 膜 也 使 用 其 他 一 些 材料 如 聚 
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毛 乙 燃 和 聚 碳酸 酯 。 这 种 塑料 膜 与 纤维 
素 膜 相 比 具有 更 高 的 化 学 和 物理 稳定 性 。 
生产 超 滤 膜 必须 具备 一 个 重要 的 先决 条 
件 ， 那 就 是 所 使 用 材料 的 蛋白 质 吸附 性 
低 。 有 一 点 必须 强调 ， 无 论 使 用 哪 种 材 
的 孔径 都 不 可 能 是 均一 的 ， 
一 般 都 会 围绕 平均 孔径 有 一 个 较 大 的 偏 
差 范围 。 因 此 最 好 将 任何 一 个 滤器 的 标 
示 截 留 分 子 量 视 作 参考 数据 。 处 理 蛋 白 
质 时 建议 使 用 标示 截留 分 子 量 是 5ku 的 
膜 或 截留 分 子 量 比 目标 蛋白 分 子 量 低 得 
多 的 膜 。 还 有 一 点 也 很 重要 ， 那 就 是 标 


图 3.10 实验 室 规模 分 离 分 子 的 超 滤器 示 的 截留 分 子 量 是 对 球 蛋 白 而 言 ， 目 标 
(照片 承 过 Amicon 公司 允许 使 用 ) 蛋白 的 轮廓 对 超 滤 有 影响 ， 如 果 蛋 白质 


有 点 儿 拉 长 ， 截 留 分 子 量 小 得 多 的 滤 膜 可 能 也 起 不 到 截留 作用 ， 过 多 的 翻译 后 修饰 尤其 是 糖 
基 化 对 超 滤 行 为 可 能 也 有 影响 。 

实验 室 的 超 滤 一 般 都 是 在 一 个 搅拌 系统 中 进行 ， 膜 放 在 超 滤 池 底部 的 支撑 得 网 上 ， 准 备 
浓缩 的 样品 装 在 池内 。 通 常用 氮气 加 压 ， 以 确保 样品 充分 流 过 滤器 ， 分 子 量 低 于 滤器 截留 分 
子 量 的 分 子 〈 如 水 、 盐 和 低 分 子 量化 合 物 ) 全 部 通过 滤器 ， 因 此 分 子 量 大 大 高 于 标示 的 截留 
分 子 量 的 分 子 得 到 浓缩 。 通 过 靠近 膜 表 面 的 搅拌 机 械 的 搅拌 作用 最 大 程度 地 减 小 浓缩 的 极 化 
现象 〈 膜 表面 形成 浓缩 分 子 层 不 能 通过 滤 膜 ) 。 如 果 不 加 以 阻止 ， 浓 缩 极 化 现象 将 致 流速 
下 降 。 实 验 室 使 用 的 其 他 超 滤 方式 还 有 简 式 系统 ， 超 滤 腊 在 简 内 高 度 折 释 ， 系 统 所 要 求 的 维 
持 适 当 流 速 的 压力 通常 由 蠕动 泵 提供 

大 规模 超 滤 系 统 总 是 使 用 简 式 滤器 (图 3. 11) ， 因 为 简 式 滤器 在 有 限 的 面积 内 容纳 的 过 
滤 面积 大 。 流 入 液 以 正确 角度 尤其 是 切线 角度 流 过 膜 表 面 可 以 避免 浓缩 极 化 现象 。 超 滤 膜 可 
以 打 裙 ， 然 后 将 两 末端 连接 ， 形 成 一 个 
圆柱 简 。 或 者 膜 也 可 以 放 在 支撑 网 上 
然后 环绕 中 央 收 集 管 呈 螺 旋 形 卷 起 ， 滤 
出 液 流 到 收集 管 中 。 另 一 种 应 用 比较 广 
泛 的 膜 构造 是 中 空 纤维 ， 中 空 圆柱 简 的 
外 壳 装 填 成 束 的 中 空 纤维 ， 中 空 纤维 的 
外 观 有 点 儿 像 饮 料 吸管 ， 但 它们 的 内 径 
相当 小 ， 准 备 过 滤 的 液体 在 泵 的 作用 下 
从 中 空 纤维 中 央 流 过 ， 比 滤 膜 标示 的 截 
流 分 子 量 低 的 分 子 穿 过 中 空 纤维 的 壁 ， 
沿 整个 中 空 纤 维 管 渗 出 的 液体 通过 阀门 
流出 ， 中 空 纤维 另 一 侧 的 浓缩 液 通过 流 
出 管 收集 并 保留。 图 3.11 工业 规模 超 滤 系 统 示例 

之 后 渗 出 液 一 般 都 丢弃 ， 而 含 目标 该 系统 (SPM180) 由 16. 7m* 螺 旋 膜 组 成 。 可 以 用 于 
蛋白 的 保留 液 进行 下 一 步 处 理 ， 如 果 需 ARR A RH IRR Amicon Ltd. 允许 使 用 ) 
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要 进一步 浓缩 ， 保 留 液 可 以 在 过 滤 系 统 中 再 循环 。 

超 滤 成 为 蛋白 质 浓缩 的 主要 方法 ,原因 有 以 下 几 点 : 

D 方法 温和 ， 对 蛋白 质 生物 活性 的 破坏 小 ; 

加 回收 率 高 ， 一 些 生产 商 声称 回收 率 可 以 达到 999604 Es 

O 与 其 他 浓缩 方法 相 比 ， 操 作 时 间 短 

@@ 需要 的 辅助 设备 少 

C) 经 过 超 滤 的 蛋白 质 也 可 以 得 到 一 定 程度 的 纯化 〈 依 据 分 子 量 不 同 分 离 )。 

这 种 超 滤 技术 的 缺点 是 膜 容 易 很 快 堵塞 ， 黏 的 溶液 也 导致 流速 迅速 下 降 ， 使 操作 时 间 
延长 。 

超 滤 还 可 以 用 于 其 他 目的 。 正 如 上 面 提 到 的 ， 超 滤 也 可 以 实现 一 定 程度 的 纯化 ， 还 可 以 
用 于 从 溶液 中 去 除 热 原 ， 关 于 这 一 点 第 4 章 将 进一步 讨论 。 这 项 技术 还 广泛 用 于 从 渗 滤 后 的 
蛋白 质 溶液 中 去 除 低 分 子 量 的 分 子 。 


3.4.4 Bw 


应 用 超 滤 系 统 减 少 或 完全 除去 溶液 中 的 小 分 子 量 分 子 的 方法 就 是 渗 滤 。 实 际 上 从 蛋白 质 
溶液 中 去 除 的 一 般 包 括 盐 、 乙 醇 等 溶剂 、 缓 冲 液 成 分 、 氨 基 酸 、 肽 、 添 加 的 蛋白 质 稳定 剂 或 
其 他 分 子 。 渗 滤 之 前 一 般 是 超 滤 步骤 ， 目 的 是 初步 降低 溶液 体积 。 除 了 保留 池 的 体积 维持 不 
变 之 外 ， 实 际 的 渗 滤 过 程 和 超 滤 是 一 样 的 。 不 断 添加 不 含 准备 去 除 的 低 分 子 量 分 子 的 溶剂 可 
以 达到 这 一 目的 。 通 过 浓缩 液 再 循环 ， 以 及 向 系统 中 加 入 足 量 的 新 的 溶剂 ， 使 渗 出 液 的 体积 
达到 5 倍 初始 体积 ， 能 从 溶液 中 去 除 99% 以 上 的 能 自由 透 过 膜 的 分 子 。 透 析 或 凝 胶 过 滤 层 
析 也 可 以 从 蛋白 质 溶液 中 去 除 低 分 子 量 杂质 ， 但 由 于 快速 、 有 效 ， 而 且 使 用 的 设备 与 超 滤 相 
同 ， 渗 滤 正成 为 首选 方法 。 


3.5 # 层 析 


任何 纯化 过 程 的 初始 步骤 均 可 以 设计 成 为 ， 分离 和 浓缩 目标 蛋白 : @ 去 除 大 部 分 杂 
质 ， 这 些 杂质 包括 颗粒 物 、 脂 质 或 可 能 污染 或 堵塞 层 析 柱 的 其 他 物质 。 对 于 初始 纯化 步骤 所 
采用 的 技术 手段 ， 不 着 重 于 目标 蛋白 的 纯化 程度 ， 而 在 于 必须 对 目标 蛋白 有 很 高 的 回收 率 。 
进一步 的 蛋白 质 纯化 通常 应 用 柱 层 析 技 术 来 实现 。 

应 用 柱 层 析 技术 纯化 蛋白 质 时 ， 关 注 于 将 不 同 的 蛋白 质 通 过 固 液 两 相间 的 分 配 差异 进行 
相互 分 离 ， 固定 相 〈 色 谱 颗 粒 ， 通 常 填充 在 圆柱 中 ) 、 流 动 相 〈 通 常 是 缓冲 液 ) 。 除 凝 胶 过 滤 
层 析 外 ， 所 有 应 用 于 蛋白 质 纯化 的 柱 层 析 都 具有 吸附 性 质 。 在 通常 情况 下 分 离 蛋白 质 混合 物 
时 ， 进 样 后 柱 层 析 条 件 能 够 选择 性 保留 目标 蛋白 质 。 在 理想 状态 下 ， 此 目标 蛋白 质 成 为 唯一 
保留 在 层 析 柱 上 的 组 分 ， 但 事实 上 很 难 实现 。 进 样 完成 后 ， 层 析 柱 用 流动 相 冲 洗 灌 洗 ) 以 
除去 不 被 层 析 柱 保留 的 组 分 。 改 变 流动 相 的 组 成 ， 将 层 析 柱 吸 附 的 组 分 洗 脱 下 来 ， 洗 脱 液 收 
集 于 试管 中 ， 用 于 进一步 的 总 蛋白 测定 和 目标 蛋白 检测 (图 3. 12)。 收 集 含有 目标 蛋白 的 部 
分 用 于 下 一 步 的 纯化 。 

每 一 个 蛋白 质 具有 一 系列 区 别 于 其 他 蛋白 质 分 子 的 特定 属性 ， 这些 属性 包括 粒 径 、 形 
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的 样品 进 样 
洗 去 未 结合 的 物质 ) 
洗 并 分 步 收集 


@) 


图 3. 12 
(a) 典型 的 蛋白 质 层 析 ORM) 纯化 程序 ; 注意 层 析 介质 颗粒 不 是 按 比例 画 的 ， 事 
实 上 它们 的 直径 一 0. Imm, (b) 分 析 解吸 附 蛋白 质 的 分 步 收集 液 :， ij、 3 280nm FA 
光度 得 出 总 蛋白 含量 ; i. PMR. ORPHAN RHEE, HHP 
一 个 含有 靶 蛋 白 。 经 过 这 样 的 吸附 和 解吸 附 步骤， 蛋白 质 得 到 纯化 


状 、 总 电荷 、 表 面 疏 水 基 团 百分率 、 与 特定 配 基 结 合 的 能 力 等 。 单 就 任何 一 项 属性 作 比 较 ， 
有 相当 多 的 蛋白 质 分 子 与 其 他 蛋白 质 分 子 在 性 质 上 相近 。 但 是 ， 所 有 蛋白 质 都 具备 独特 的 上 
述 属性 的 特定 组 合 ， 构 成 了 这 个 蛋白 质 的 层 析 “指纹 ”。 许 多 层 析 技 术 根据 蛋白 质 这 些 属 性 
上 的 差异 将 不 同 的 蛋白 质 得 到 分 离 〈 表 3. 6) 。 采 用 任何 一 个 利用 蛋白 质 分 子 性 质 差异 的 层 
析 技 术 将 大 大 提高 目标 蛋白 的 纯度 ， 组 合 使 用 这 些 层 析 技术 可 以 制备 高 纯度 的 蛋白 质 。 


R36 纯化 蛋白 质 常用 的 层 析 技术 及 其 应 用 原理 


离子 交换 层 析 


在 特定 pH 条 件 下 蛋白 质 的 表面 电荷 的 差异 
WEE Ue I E 蛋白 质 分 子 量 或 分 子 形状 的 差异 
亲 和 层 析 基于 蛋白 质 和 特定 配 基 间 的 特异 的 生物 作用 
疏水 作用 层 析 蛋白 质 表面 下 水 性 的 差异 
聚集 层 析 蛋白 质 等 电 点 的 差异 


蛋白 质 和 磷酸 钙 介 质 之 间 复 杂 的 相互 作用 (不 完全 了 解 ) 


EX Gr 


应 用 层 析 技术 可 以 将 许多 蛋白 质 有 效 地 分 离开 来 ， 然 而 对 于 感 兴趣 的 蛋白 质 而 言 ， 其 回 
收 率 可 能 大 大 低 于 100% ， 通 常情 况 下 ， 回 收 率 在 25 闪 一 95%% 之 间 。 在 保证 理想 的 蛋白 质 纯 
度 的 前 提 下 ， 设 计 的 纯化 方案 应 采用 尽 可 能 少 的 层 析 分 离 步骤 。 每 一 步 层 析 分 离 技 术 的 具体 
条 件 对 于 目标 蛋白 的 回收 率 有 着 至 关 重 要 的 影响 ， 因 而 常常 需要 优化 。 蛋 白质 纯化 体系 常 采 
用 3 一 5 个 高 分 离 能 力 的 层 析 分 离 步骤 ， 蛋 白质 纯化 常用 的 层 析 技 术 将 在 下 列 各 节 中 了 予以 


讨论 。 


3.5.1 空间 排 阻 层 析 〈 凝 胶 过 滤 层 析 ) 


空间 排 阻 层 析 ， 又 称 凝 胶 渗透 层 析 、 凝 胶 过 滤 层 析 ， 工 作 原 理 是 应 用 蛋白 质 分 子 量 或 分 
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子 形状 的 差异 进行 分 离 。 由 于 通过 此 项 技术 进行 分 离 的 蛋白 质 分 子 具 有 相似 的 分 子 形状 ， 简 
单 而 言 ， 凝 胶 过 滤 层 析 可 以 描述 为 通过 分 子 量 的 差异 将 蛋白 质 分 离开 来 。 

应 用 空间 排 阻 层 析 时 ， 将 含有 和 蛋白质 
的 溶液 通过 装 有 多 孔 性 介质 填料 的 层 析 柱 
床 ， 收 集 流 出 的 蛋白 质 组 分 (图 3. 13) 。 当 
样品 从 层 析 柱 的 顶端 向 下 运动 时 ， 大 的 蛋 
白质 分 子 不 能 进入 凝 胶 颗 粒 而 迅速 洗 脱 。 
由 于 小 的 蛋白 质 分 子 能 够 进入 凝 胶 颗粒 
其 在 凝 胶 柱 中 的 迁移 被 延缓 。 可 以 将 基质 
颗粒 的 内 部 结构 想像 成 一 个 迷宫， 小 的 足 
以 进入 凝 胶 的 蛋白 质 必 须 从 其 中 穿 过 。 穿 
过 迷宫 的 各 种 可 能 的 路 线 的 行进 距离 是 不 
同 的 ， 因 此 所 有 能 进入 凝 胶 的 蛋白 质 在 凝 
胶 基 质 中 的 保留 时 间 也 不 同 。 蛋 白质 分 子 
越 小 ， 它 可 能 进入 的 路 线 就 越 多 ， 因 而 它 
在 颗粒 结构 中 的 保留 时 间 就 越 长 。 因 此 蛋 
白质 分 子 从 凝 胶 过 滤 柱 洗 脱 的 先后 顺序 一 
般 是 按 分 子 量 由 高 到 低 。 

所 用 的 大 多 数 凝 胶 基 质 都 是 化 学 交 联 
的 聚合 物 分 子 如 葡 聚 糖 、 琼 脂 糖 、 丙 烯 酰 
胺 和 乙烯 聚合 物 制备 的 ， 交 联 程度 控制 凝 
胶 颗 粒 的 平均 孔径 。 因 此 用 任何 一 种 聚合 
物 合成 的 凝 胶 都 可 以 有 不 同 的 孔径 ， 交 联 


图 3.13 EH 


程度 越 高 ,平均 孔径 越 小 ， 凝 胶 颗 粒 的 刚 


G-25 或 Bio Gel P2， 可 以 用 来 分 离 蛋 白质 和 
其 他 分 子 量 更 小 的 分 子 ， 也 经 常用 于 从 蛋 
白质 溶液 中 除去 低 分 子 量 的 缓冲 液 成 分 和 


(a) 图 中 的 玻璃 柱 由 Merck 公司 生产 。 该 公司 以 及 
性 越 强 。 高 度 交 联 的 凝 胶 基 质 如 Sephadex 其 他 一 些 生 产 商 (如 Bio-Rad 和 Pharmacia Biotech) 


生产 各 种 柱子 (规格 从 1m 到 数 升 ， 材 质 有 玻璃 、 
塑料 或 不 锈 钢 )。 (b) 生产 规模 层 析 系统 。 图 示 的 
系统 是 建 在 英国 的 一 个 生物 技术 公司 生产 临床 试验 
用 《〈 和 蛋白 质 ) 药物 的 系统 。 实 物 柱子 位 于 


盐 (图 3.14) 。 

较 大 孔径 的 凝 胶 用 于 蛋白 质 分 子 之 间 的 
分 离 。 在 任何 给 定 条 件 下 使 用 什么 孔径 的 凝 胶 最 合适 很 大 程度 上 决定 于 : ORRE A 
分 子 量 ，@ 主 要 蛋白 质 杂 质 的 分 子 量 。 所 有 生产 凝 胶 过 滤 介 质 的 公司 都 会 公布 每 一 种 凝 
胶 的 最 有 效 分 离 范 围 ( 表 3. 7) 。 多 数 凝 胶 过 滤 介 质 都 有 按 孔径 分 的 不 同 的 等 级 ， 典 型 的 
有 粗 级 、 中 级 、 细 级 和 超 细 级 。 尽 管 颗粒 越 小 〈 细 / 超 细 ) 产生 的 分 辩 率 越 高 ， 但 流速 也 
越 低 。 

Sephadex 凝 胶 是 开发 最 早 的 分 离 胶 之 一 。 这 类 凝 腕 是 由 表 毛 醇 交 联 葡 聚 糖 制备 ， 葡 聚 
精 是 由 葡萄 糖 单 体 主要 通过 ol 6 糖苷 键 连接 组 成 的 多 聚 糖 。 有 些 Sephadex 凝 胶 如 Sepha- 
dex G-25 或 Sephadex G-50 刚性 很 强 ， 是 由 于 交 联 度 高 。 葡 聚 糖 制 备 的 大 孔径 凝 胶 CSepha- 
dex G-100 或 Sephadex G-200) 刚性 不 强 ， 容 易 压 缩 。 正 是 由 于 这 一 原因 ， 后 者 只 适合 于 小 
规模 应 用 (尤其 是 实验 室 )。 


图 的 左 侧 
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oco]. 低 分 子 量 物 质 
eee S| — 进入 介质 颗粒 


低 分 子 量 物质 装 有 层 析 介质 的 柱子 


(a) [2] 


4om( 重 白质 部 分 ) 低 分 子 量 物质 


分 步 收集 序号 一 一 一 
(O) 


图 3.14 应 用 凝 胶 过 滤 层 析 分 离 蛋白 质 分 子 和 分 子 量 低 得 多 的 分 子 @ 
(a) 和 (D) 流动 相 〔 流 动 缓冲 液 ) 中 不 含 从 蛋白 质 中 分 离 的 分 子 。 使 用 高 度 交 联 的 多 孔 颗 粒 ， 蛋 白 
质 分 子 不 能 进入 孔 内 部 。 但 低 分 子 量 物质 能 进入 颗粒 内 部 ， 因 此 沿 层 析 柱 流下 的 进程 被 延误 :〈c) X 
收集 的 部 分 含有 蛋白 质 分 子 ， 而 后 收集 的 部 分 含有 低 分 子 量 物质 。 实 际 上 应 用 凝 胶 过滤 层 析 进 行 分 组 
分 离 主要 用 于 分 离 蛋 白质 和 盐 〈 如 硫酸 铵 沉淀 之 后 )， 或 者 是 用 于 交换 缓冲 体系 


表 3.7 商业 化 凝 胶 过 滤 介 质 的 孔径 和 分 离 范围 


Sephadex G-10 0—0.7 40~120 
Sephadex G-25 1~5 50~150 
Sephadex G-100 4~150 40~120 
Sephadex G-200 5~600 40~120 
Sephacryl S-100 1~100 25~75 
Sephacryl S-300 10~1500 25~75 
Sepharose 6-B 10~4000 45 一 165 
Sepharose 2-B 70 一 40000 60~200 
Bio-Gel P-2 0.1~1.8 45~90 
Bio-Gel P-6 1~6 90~180 
Bio-Gel P-30 2.5—40 90—180 
Bio-Gel P100 5~100 90—180 
Bio-Gel A 0. 5m 10—500 75-150 
Bio-Gel A 5m. 10— 5000 175—150 
Bio-Gel A 15m. 40— 15000 75~150 


@ 事实 上 层 析 介质 颗粒 紧 紧 装填 在 柱子 内 。 图 中 颗粒 彼此 分 开 只 是 为 了 看 起 来 清晰 。 而 且 图 不 是 按 比例 而 的 ; 蛋 
白质 分 子 远 小 于 单个 介质 颗粒 。 
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Sephacryl 这 种 凝 胶 过 滤 介 质 与 Sephadex 相 比 ， 具 有 更 强 的 刚性 和 物理 稳定 性 ， 因 此 更 
适 于 在 工业 上 应 用 。Sephacryl 凝 胶 是 由 通过 N,N'- 亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 交 联 的 烯 丙 基 葡 聚 糖 
制备 的 ，Sepharose 凝 胶 由 多 聚 琼 脂 糖 制备 。 这 些 凝 胶 尤 其 适合 高 分 子 量 蛋 白质 的 分 离 ， 它 
们 在 工业 上 的 应 用 很 有 限 ， 主 要 是 物理 稳定 性 差 。 这 种 凝 胶 有 非常 开放 的 孔 状 结构 ， 这 一 结 
构 不 是 通过 共 价 键 连接 来 稳定 的 ， 而 是 通过 在 邻近 的 琼脂 糖分 子 之 间 形 成 毛 键 。 温 度 高 于 
40C 时 Sepharose 凝 胶 结构 崩 解 ， 因 此 ， 不 同 于 Sephadex 或 Sephacryl 凝 胶 ，Sepharose 凝 
胶 不 能 高 压 灭 菌 。 在 凝 胶结 构 中 共 价 交 联 琼脂 糖 部 分 可 以 提高 Sepharose 凝 胶 的 化 学 和 物理 
稳定 性 。 在 碱 性 条 件 下 共 温 育 Sepharose 和 交 联 剂 2,3- 二 省 代 丙 醇 可 以 实现 这 样 的 交 联 。 

Bio Gel P 类 介质 是 通过 N,N“- 亚 甲 基 双 丙 烯 酰胺 交 联 丙烯 酰胺 制备 的 。Bio Gel P 通常 
制 成 珠 状 ， 在 分 离 含 能 降解 由 生物 活性 物质 如 葡 聚 糖 制 备 的 凝 胶 的 酶 的 样品 时 非常 有 用 。 
Bio Gel A 珠 粒 由 琼脂 糖 制 成 ， 孔 径 通过 琼脂 糖 的 比例 控制 。 

Merck 公司 生产 的 Fractogel 是 较 近期 才 开发 的 凝 胶 介质 。 这 种 凝 胶 是 寡 聚 亚 乙 基 二 醇 、 
甲 基 丙 烯 酸 缩水 甘油 酯 和 五 赤 醇 -二 甲 基 丙 烯 酸 酯 的 共聚 物 。Fractogel 的 内 孔 壁 由 缠绕 的 多 
聚 体 凝聚 形成 ， 使 得 凝 胶 的 机 械 强度 更 高 ， 这 样 的 机 械 强 度 能 满足 大 规模 制备 的 要 求 。 

通过 空间 排 阻 层 析 分 离 蛋白 质 要 求 使 用 长 的 层 析 柱 。 一 般 情 况 下 ， 柱 长 是 柱 直径 的 25 一 
40 倍 以 上 ， 这 样 的 比例 是 使 蛋白 质 混合 物 得 到 充分 的 分 离 所 必需 的 ， 混 合 物 在 沿 层 析 柱 向 
下 迁移 的 过 程 中 按 分 子 大 小 和 形状 分 离 成 不 连续 的 蛋白 质 带 。 

工业 上 使 用 的 凝 胶 过 滤 柱 可 长 达 数 米 。 制 备用 凝 胶 必须 有 很 强 的 机 械 刚性 ， 以 免 被 讨 缩 
降低 流速 。 设 计 工业 规模 层 析 柱 的 一 个 替代 方案 是 使 用 堆 叙 凝 胶 系统 ， 即 将 凝 胶 介质 包装 成 
一 些 同样 短 粗 的 柱子 ， 然 后 将 一 些 这 样 堆 合 的 柱子 竖 向 串联 (参见 第 7 章 胰 岛 素 的 工业 生产 
的 相关 内 容 )。 每 个 柱子 之 间 的 连接 距离 保持 最 短 ， 整 个 层 合 系统 就 像 一 个 具有 相似 尺寸 的 
层 析 柱 ,但 系统 中 的 层 析 凝 胶 经 受 的 分 压 比 较 低 ， 而 且 ， 如 果 某 一 根 柱子 堵塞 (通常 是 第 一 
根 )， 可 以 很 容易 地 从 系统 上 取 下 并 更 换 一 根 新 的 柱子 。 

在 蛋白 质 纯化 的 初期 阶段 很 少 使 用 空间 排 阻 层 析 。 为 了 获得 有 效 分 离 ， 空 间 排 阻 层 析 的 
上 样 体积 必须 很 小 ， 一 般 是 柱 体积 的 2%% 一 5 外 ， 而 且 由 于 样品 纯度 不 够 ， 很 容易 堵塞 柱子 。 
因此 空间 排 阻 屋 析 经 常用 在 纯化 过 程 的 最 后 ， 此 时 目标 蛋白 已 经 相对 比较 纯 ， 而 且 样品 的 体 
积 已 经 浓缩 到 很 小 ， 上 样 后 用 合适 的 缓冲 液 冲 洗 将 蛋白 质 成 分 从 柱 上 顺序 洗 脱 。 很 多 情况 下 
柱 上 流出 的 洗 脱 液 要 经 过 一 个 检测 器 ， 当 含 蛋白 质 的 带 从 柱 上 洗 脱 时 可 以 立刻 检测 到 。 洗 脱 
液 一 般 分 步 收集 ， 如 果 是 制备 规模 ， 收 集 的 每 一 部 分 可 能 有 数 升 。 虽 然 空间 排 阻 层 析 是 一 项 
有 效 的 分 离 技 术 ， 但 是 相对 于 上 样 体积 而 言 ， 洗 脱 液 一 般 都 高 度 稀 释 。 和 其 他 层 析 介 质 相 
比 ， 柱 流速 也 常常 低 得 多 ， 这 导致 过 程 时 间 长 ， 如 果 在 工业 上 应 用 ， 可 能 会 使 成 本 增加 。 


3.5.2 离子 交换 层 析 


在 组 成 蛋白 质 的 20 种 氨基 酸 中 有 几 种 的 侧 链 是 带电 荷 的 。 在 PH7. 0 时 天 冬 氨 酸 和 
谷 氨 酸 的 酸性 侧 链 基 团 带 负电 荷 ， 而 赖 氨 酸 、 精 氨 酸 和 组 氨 酸 的 碱 性 侧 链 基 团 带 正 电 
荷 (图 3. 15)。 因 此 蛋白 质 分 子 中 既 有 正 电荷 也 有 负电 荷 ， 主 要 是 由 于 分 子 中 存在 不 同 
数量 的 这 7 种 氨基 酸 残 基 (CN 末端 的 氨基 和 C 未 端的 羧基 对 整个 蛋白 质 分 子 的 带电 性 
质 也 有 影响 ) 。 任 何 蛋白 质 带 的 净 电 荷 都 取决 于 蛋白 质 中 这 些 氨基 酸 残 基 的 相对 数量 ， 
以 及 蛋白 质 溶液 的 pH 值 。 蛋 白质 分 子 所 带 净 电 荷 为 零 时 的 pH 值 称 作 等 电 点 CoD. 
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图 3.15 在 pH7.0 时 带 净 电荷 的 氨基 酸 的 结构 
蛋白 质 分 子 的 净 电荷 与 分 子 中 除 末 端 氧 基 和 羧基 之 外 的 全 部 
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pH 值 高 于 等 电 点 时 蛋白 质 分 子 带 负 的 净 电 荷 ， 而 pH 值 低 于 等 电 点 时 蛋白 质 分 子 带 正 


的 净 电荷 。 


离子 交换 层 析 的 基础 是 带电 分 子 与 固 相 基质 的 可 逆 的 静电 作用 ， 固 相 基 质 上 共 价 连接 了 
与 带电 分 子 带 相反 电荷 的 侧 链 基 团 (图 3. 16) 。 改 变 pH 值 或 增加 洗 脱 缓冲 液 的 盐 浓度 可 以 
洗 脱 蛋白 质 。 共 价 连接 了 阳性 基 团 的 离子 交换 介质 称 为 阴离子 交换 介质 ， 吸 附 阴离子 蛋白 


m 
带 正 电 的 离子 
交换 介质 颗粒 


图 3.16 离子 交换 层 析 的 原理 
图 示 的 是 阴离子 交换 层 析 。 层 析 介质 带 正 
电荷 。 蛋 白质 分 子 在 层 析 PH 下 带 负 的 
净 电 荷 ， 与 介质 发 生 静 电 作用 而 结合 


质 ， 即 带 负 的 静电 的 蛋白 质 。 共 价 连接 了 带 负电 荷 基 
团 的 离子 交换 介质 称 为 阳离子 交换 介质 ， 吸 附 阳离子 
蛋白 质 ， 即 带 正 的 静电 的 蛋白 质 。 带 正 电荷 的 功能 基 
团 〈 阴 离子 交换 剂 ) 有 很 多 ， 如 氨 乙 基 和 二 乙 氨 乙 
基 。 连 接 适 当 的 基质 形成 阳离子 交换 剂 的 带 负电 基 团 
ABE Re AE (SMA 3.6)。 也 可 以 用 “ 强 ” 或 
“ 弱 ” 来 描述 离子 交换 剂 。 强 离子 交换 树脂 在 宽 pH fii 
范围 内 保持 离子 化 ， 而 弱 离子 交换 树脂 只 在 窄 pH 值 
范围 内 离子 化 。 

在 阳离子 交换 过 程 中 ， 带 正 电荷 的 蛋白 质 与 带 负 
电荷 的 离子 交换 介质 结合 ， 取 代 原 先 通过 静电 作用 结 
合 在 树脂 上 的 相应 离子 经 常 是 H* )。 用 含 盐 缓冲 液 
冲洗 可 以 洗 脱 蛋白 质 ， 盐 阳离子 ， 常 常 是 NaCl 中 的 
Na* ， 从 离子 交换 树脂 上 顺 次 取代 蛋白质 。 对 于 带 负 
电荷 的 蛋白 质 ， 显 然 是 用 阴离子 交换 剂 ， 蛋 白质 取代 
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带 负电 荷 的 相应 离子 吸附 到 柱子 上 。 

绝 大 多 数 纯化 过 程 都 至 少 要 用 到 一 步 离 子 交换 ,离子 交换 是 蛋白 质 纯 化 中 唯一 的 最 普遍 
的 层 析 技术 。 离 子 交换 层 析 普及 的 基础 是 高 水 平 的 分 辩 率 ， 可 以 直接 放大 规模 (应 用 于 工 
业 )， 以 及 使 用 方便 ， 柱 再 生 容易 ， 另 外 还 使 目标 蛋白 得 到 浓缩 ， 它 也 是 目前 的 层 析 技术 中 
费用 最 低 的 。 大 多 数 蛋白 质 在 生理 pH 值 的 净 电 荷 是 负 值 ， 因 此 阴离子 交换 层 析 应 用 最 
普遍 。 

生产 离子 交换 介质 用 的 支持 基质 很 多 。 理 想 的 基质 应 该 是 惰性 的 ， 具 有 刚性 结构 ， 渗 透 
性 强 。 刚 性 要 求 是 为 了 方便 放大 规模 并 能 在 高 流速 下 操作 ， 因 为 软 性 基质 常常 被 压 紧 ， 甚 至 
在 装填 工业 用 柱子 时 由 于 装填 量 大 在 自身 重力 下 也 会 被 压 紧 。 理 想 的 凝 胶 孔 径 应 该 足够 大 ， 
和 蛋白质 可 以 自由 进入 基质 内 部 腔 ， 因 为 这 样 可 以 大 大 提高 结合 能 力 〈 即 蛋白 质 可 以 保留 在 珠 
子 内 部 的 腔 中 ， 而 不 只 在 珠子 表面 ) 。 

纤维 率 离子 交换 剂 是 蛋白 质 纯化 系统 中 最 早 得 到 广泛 应 用 的 。 纤 维 素 离子 交换 剂 既 有 阳 
离子 交换 剂 ， 也 有 阴离子 交换 剂 。 由 于 易 压 缩 ， 虽 然 可 以 通过 分 批 吸附 浓缩 蛋白 质 ， 纤 维 素 
离子 交换 剂 在 工业 规模 层 析 中 应 用 不 广泛 。 目 前 已 经 开发 出 改良 的 纤维 素 离 子 交换 剂 如 二 乙 
氮 乙 基 (diethylaminoethyl，DEAE) Sephacel ( Pharmacia), ， 尽 管 这 些 交 换 剂 还 是 有 些 局 
限于 实验 室 规模 的 应 用 。Sephadex 离子 交换 剂 是 通过 将 带电 基 团 共 价 连 接 于 Sephadex G-25 
或 Sephadex G-50 (参考 前 面部 分 ) 制备 的 ，G-50 型 相对 易 压缩 ，G-25 型 交换 剂 尽管 很 坚 
固 , 但 由 于 颗粒 孔径 太 小 ， 蛋 白质 分 子 不 能 渗透 ， 所 以 结合 能 力 低 。 

还 有 一 些 其 他 的 离子 交换 树脂 是 以 琼脂 糖 等 聚合 物 为 基质 的 如 Bio-Rad 的 Bio Gel A 
离子 交换 剂 和 Pharmacia 的 Sepharose 离子 交换 剂 )。 这 类 离子 交换 介质 一 般 既 适 于 实验 室 
规模 也 适用 于 大 规模 应 用 ， 因 为 它们 同时 兼 具 高 容量 和 刚性 ， 在 高 流速 下 不 被 压缩 。 这 类 交 
换 剂 的 高 容量 反映 出 它们 具有 孔径 大 的 特点 ， 和 蛋白 质 分 子 可 以 自由 接近 凝 胶 珠 内 部 的 结合 

Fractogel (Merck) 是 另 一 种 既 适 用 于 实验 室 又 适合 大 规模 分 离 的 离子 交换 材料 。 它 的 
适宜 性 来 自 于 它 的 机 械 和 化 学 稳定 性 。 在 珠子 的 外 部 和 内 部 通过 共 价 连接 引入 带电 基 团 ， 对 
基本 的 凝 胶结 构 进 行 化 学 修饰 ， 使 其 更 适宜 用 作 离子 交换 介质 。 由 于 和 孔径 相当 大 ， 多 数 蛋 白 
质 可 以 自由 进入 凝 胶 基质 ， 因 此 凝 胶 具 有 高 的 蛋白 结合 能 力 。 

Merck 公司 还 开发 了 一 种 离子 交换 树脂 ， 称 作 “ 触 角 型 ”介质 ， 既 适用 于 分 析 也 适用 于 
制备 。 传 统 的 离子 交换 剂 由 直接 连接 于 离子 交换 基质 的 带电 〈 离 子 化 的 ) 基 团 组 成 ， 显 然 吸 
附 蛋 白质 的 结合 位 点 排列 非常 刚性 ， 这 自然 暗示 着 结合 可 能 使 结合 的 蛋白 质 的 构象 结构 变 
形 。 不 清楚 变形 到 什么 程度 会 导致 蛋白 质变 性 和 失 活 。 但 是 必须 说 明 的 是 ， 使 用 传统 交换 剂 
时 记录 的 生物 活性 蛋白 质 的 回收 率 很 高 ， 这 表明 这 种 效应 对 多 数 借 白质 都 是 最 小 的 。 触 角 型 
交换 剂 由 珠 状 支持 基质 组 成 ， 线 性 带电 聚合 物 〈 触 角 ) 连接 到 支持 基质 上 [图 3. 17 (ad). 
这 种 触角 结构 是 柔韧 的 ， 可 以 自动 采取 一 种 与 吸附 蛋白 质 结合 接触 程度 最 大 的 构象 。 这 种 柔 
性 使 任何 诱发 的 结合 蛋白 的 变形 达到 最 小 甚至 消除 。 这 种 离子 交换 剂 的 结合 能 力 可 以 通过 改 
变 触 角 长 度 控制 。 合 适 的 支持 材料 表面 必须 带 有 一 级 或 二 级 羟基 。 迄 今 为 止 所 用 的 基质 都 是 
硅胶 或 有 机 聚合 物 类 的 。 触 角 聚 合 物 通常 由 重复 的 引信 了 适当 的 带电 基 团 的 丙烯 酰胺 基 团 构 
成 ， 合 适 的 基 团 包括 阴离子 交换 剂 中 的 DEAE 基 团 或 者 是 阳离子 交换 剂 中 的 磺 基 。 这 些 基 
团 通 过 接 枝 聚 合 过 程 共 价 连 接 于 支持 基质 。 在 接 枝 聚 合 过 程 中 ， 支 持 基质 与 取代 化 的 丙烯 酰 
胺 单 体 和 Cs (IVO 离子 共 温 育 [图 3. 17 (b)]。 钢 离子 与 基质 表面 的 羟基 结合 促进 基 团 形 
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[] 
图 3.17 Merck 公司 生产 的 触角 型 离子 交换 齐 


(a) 蛋白 质 分 子 和 带 正 电荷 的 触角 型 离子 交换 剂 之 间 的 相互 作用 ; 
(b) 在 素 水 支持 介质 上 嫁接 聚合 丙烯 酰 胺 衍生 物 的 化 学 修 侯 原 理 


成 ， 启 动 化 学 链 反 应 ， 取 代 的 丙烯 酰胺 基 团 共 价 连接 到 支持 基质 上 ， 随 后 生成 聚 丙烯 酰胺 
链 。 一 条 线性 聚 丙 燃 酰胺 链 通常 由 15 一 25 个 丙烯 酰胺 单 体 组 成 ， 间 隔 带 有 带电 基 团 。 


3.5.3 朴 水 作用 层 析 


在 组 成 蛋白 质 的 常见 的 20 种 氨基 酸 中 ， 有 8 种 氨基 酸 的 侧 链 是 非 极 性 的 ， 属 疏水 性 氨 
AM CR 基 ， 图 3. 18) 。 多 数 蛋白 质 分 子 都 是 折 释 的 ， 这 样 可 以 使 其 中 大 多 数 朴 水 性 氨基 酸 
残 基 包 埋 在 分 子 内 部 ， 因 而 与 周围 的 水 性 环境 隔离 CB 1 章 )。 包 埋 在 内 部 的 疏水 性 基 团 通 
常 与 临近 的 朴 水 基 团 发 生 作 用 。 但 是 也 有 少数 朴 水 性 氨基 酸 残 基 位 于 蛋白 质 分 子 表面 ， 暴 露 
于 外 部 水 性 环境 中 。 不 同 的 蛋白 质 分 子 表面 的 疏水 性 氨基 酸 残 基 的 数量 和 类 型 都 不 同 ， 因 而 
表面 疏水 程度 也 不 同 。 蛋 白质 分 子 表面 的 疏水 性 氨基 酸 残 基 倾向 于 成 能 或 成 团 排列 。 朴 水 作 
用 层 析 根 据 蛋白 质 分 子 表面 疏水 性 的 不 同 分 离 蛋 白质 ， 需 要 蛋白 质 表 面 朴 水 团 和 共 价 连 接 到 
适当 基质 的 玖 水 基 团 之 间 发 生疏 水 作用 。 

最 普及 的 朴 水 作用 层 析 树脂 是 共 价 连 接 了 朴 水 基 团 的 交 联 了 琼脂 糖 凝 胶 ， 有 代表 性 的 有 
Pharmacia 的 辛 基 -Sepharose 和 苯 基 -Sepharose HE WE, 4p 3 45 A 3E AL A HE He i 7k 3€ Bl 
(图 3.19). ZENE 4 A AE WR Hee EI ILU J WT RK EE HE 高 度 疏 水 的 蛋白 质 的 
层 析 应 该 避免 使 用 辛 基 -Sepharose， 因 为 蛋白 质 与 凝 胶 基质 的 结合 太 牢 固 ， 若 洗 脱 蛋白 质 必 
然 会 使 蛋白 质变 性 。Bio-Rad 和 Merck 等 公司 也 出 售 各 种 朴 水 作用 层 析 树 脂 。 

通过 朴 水 作用 层 析 分 离 蛋 白质 取决 于 蛋白 质 分 子 本 身 、 凝 胶 基质 和 周围 溶剂 一 一 通常 是 
水 性 的 之 间 的 作用 。 加 入 中 性 盐 〈 如 硫酸 铁 或 氧化 钠 ) 提高 溶液 的 离子 强度 ， 可 以 提高 蛋白 
质 分 子 的 朴 水 性 。 这 或 多 或 少 可 以 简单 地 解释 为 深 液 中 盐 离子 的 水 合作 用 导致 每 个 离子 周围 
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图 3.18 8 种 疏水 性 氨基 酸 的 分 子 结构 


形成 有 序 的 水 分 子 层 ， 这 样 会 吸引 周围 的 水 分 子 离开 蛋白 质 分 子 ， 使 蛋白 质 分 子 表面 的 疏水 
结构 域 暴露 。 由 于 离子 强度 的 增加 能 增强 蛋白 质 分 子 的 表面 疏水 作用 ， 因 此 政 水 作用 层 析 经 
常 在 盐 沉淀 步骤 或 者 是 离子 交换 层 析 之 后 进行 。 
并 非 所 有 的 离子 溶液 对 促进 朴 水 作用 同样 有 效 。 阴 离子 可 以 按 增强 盐 出 效应 即 促进 政 水 
作用 的 能 力 的 强 弱 排序 。 
盐 出 效应 增强 一 
阴离子 ; SCN", I, CIO; , NO;, Br , Cl”, CH;COO-, SO}, PO} 
阳离子 一 般 按 增强 离 液 效应 排序 ， 即 提高 破坏 水 结构 的 趋向 。 离 液 效应 的 增加 导致 玖 水 
作用 强度 的 降低 。 
离 液 效应 增强 一 
阳离子 ，NH+ ,Rb*，, K*, Nat, Cs*, Lit, Mg", Ca^, Ba'* 
ERI aht ED b Ce Po TRUE AR A F EPEK EE, a Ft EA 
KGAA RARE. BARKER, ARE. exp b vrbe. RU GEB 
水 作用 减弱 的 条 件 洗 脱 结合 的 蛋白 质 。 通 过 


降低 缓冲 液 离子 强度 、 加 入 适当 去 污 剂 或 加 on 
人 乙醇 或 乙 二 醇 等 制剂 降低 缓冲 液 极 性 可 以 [Ssew -0 一 cis 一 ch 一 ct, 一 0 Y 
实现 洗 脱 。 蛋 白质 洗 脱 之 后 醉 水 作用 层 析 树 w 

脂 必 须 充分 冲洗 以 除去 任何 紧密 结合 的 蛋白 on 

We ORE A A A HE SE ER Hy [see ocr ei oio (eie 
基础 酸 钠 等 去 污 剂 冲洗 ， 然 后 通常 用 乙醇 、 由 

本 醇和 水 等 清洗 。 ais 


根据 疏水 性 的 不 同 也 可 以 利用 反 向 层 析 分 (a) 3E A-Sepharose 和 (b) ¥ H¥-Sepharose 的 化 学 
离 蛋白 质 。 蛋 白质 溶液 上 样 于 多 数 蛋白 质 都 结 结构 ， 广 泛 应 用 于 疏水 作用 层 析 
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合 的 高 度 疏 水 的 柱子 ， 降 低 流动 相 的 极 性 可 以 洗 脱 结合 蛋白 质 。 通 常 是 通过 加 入 有 机 溶剂 来 
降低 流动 相 极 性 。 洗 脱 条 件 苛刻 ， 经 常 导 致 很 多 蛋白 质变 性 。 


3.5.4 FART 


亲 和 层 析 经 常 被 称 作 是 现 有 的 纯化 蛋白 质 最 有 效 的 高 度 选择 性 的 方法 。 亲 和 层 析 的 技术 
ee 基础 是 多 数 蛋 白质 都 能 与 其 他 化 合 物 (经 常 
amy | 称 作 配 基 ) AF SP Sh HD AL DG 4s A 
> M (图 3. 20) 多 种 配 基 可 以 和 惰性 支持 基质 
<] € Q thas. 然后 装填 成 层 析 柱 ， 在 此 系统 
中 ， 只 有 选择 性 地 与 固定 配 基 结合 的 蛋白 质 
| 分子 才能 保留 在 柱子 上 ， 用 适当 缓冲 液 冲洗 
交 联 琼脂 糖 珠 粒 亲 和 配 基 溶液 中 其 他 配 基 ”柱子 可 以 洗 下 所 有 未 结合 的 分 子 。 适 当 改变 
Bic 生物 特异 亲 和 展 析 原 理 示意 图 缓冲 液 的 成 分 如 加 入 竞争 性 配 基 可 以 使 保留 

选择 的 素 和 配 基 通过 适当 的 间隔 留 化 学 连接 到 支持 介 的 蛋白 质 解吸 附 。 
质 〈 琼 脂 糖 珠 粒 ) 上 。 溶 液 中 只 有 对 固化 配 基 有 特异 已 经 用 来 选择 性 纯化 蛋白 质 的 配 基 种 类 
的 生物 素 和 性 的 配 基 才 能 保留 在 柱子 上 繁多 CR 3.8)。 正 如 名 字 所 暗示 的 ， 生 物 
特异 亲 和 配 基 与 目标 蛋白 特异 作用 。 根 据 可 以 达到 的 特异 程度 可 以 再 分 为 特异 配 基 或 普通 配 
基层 析 。 以 染料 亲 和 层 析 为 典型 的 伪 亲 和 层 析 所 用 的 配 基 与 蛋白 质 之 间 的 作用 生物 特异 性 非 

常 低 ; 实际 上 这 种 作用 真正 的 原理 常常 并 不 很 清楚 。 


表 3.8 SES EBENEZER eS 


生物 特异 亲 和 层 析 采用 对 目标 重 折 具有 丙 度 生物 特异 性 的 配 基 ， BEUKETAAREM/EEAUEALE. 
特异 配 基 方 法 或 者 应 用 目标 蛋白 抗体 (免疫 亲 和 层 析 ) 


生物 特异 亲 和 层 析 使 用 的 配 基 能 结合 特定 的 一 类 蛋白 质 或 蛋白 质 家 族 ; 如 使 用 固化 NAD* 纯化 NAD* 依赖 的 脱 
普通 配 基 方 法 气 酶 ,或 使 用 固化 涛 集 素 纯化 某 些 精 蛋 白 
假 亲 和 层 析 使 用 的 配 基 可 以 结合 各 种 蛋白 质 ,但 是 作用 方式 不 是 生物 特异 的 ;如 拧 料 亲 和 层 析 


生物 特异 亲 和 层 析 

在 设计 纯化 各 种 ATP 或 辅 因子 结合 酶 的 亲 和 系 统 中 ， 使 用 固化 ATP 或 辅 因 子 烟 酰胺 
腺 味 叭 二 核 苷 酸 (nicotinamide adenine dinucleotide，NAD+ ), 或 者 使 用 固化 凝集 素 纯化 糖 
蛋白 〈 参 见 下 文 ) 是 普通 配 基层 析 的 典型 例子 。 这 类 系统 的 一 个 优点 是 同一 种 亲 和 凝 胶 可 以 
用 来 纯化 一 系列 不 同 的 蛋白 质 ， 但 是 达到 的 选择 性 程度 远 在 特异 配 基 方法 之 下 。 这 种 方法 所 
用 的 配 基 除了 与 目标 蛋白 特异 作用 的 抗体 外 还 有 酶 底 物 、 底 物 类 似 物 或 抑制 剂 。 

解释 特异 配 基 亲 和 层 析 这 个 概念 的 一 个 极其 精彩 的 例子 是 用 固化 草 氨 酸 亲 和 柱 纯化 乳酸 
脱 氢 酶 (lactate dehydrogenase, LDH) (图 3.21)。 草 氨 酸 是 丙酮 酸 结构 类 似 物 ， 是 LDH 
的 底 物 。LDH 催化 的 反应 可 以 表示 为 

丙酮 酸 十 NADH 十 H* Pg gp c NAD* 

乳酸 脱 氢 酶 显示 出 一 种 有 序 的 动力 学 机 制 ， 酶 必须 首先 结合 还 原型 NAD (NADH), 

之 后 才能 结合 丙酮 酸 或 草 氨 酸 。 如 果 除 去 NADH， 酶 将 不 再 结合 底 物 。 
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固体 支持 介质 


ARR 
NH— CH, — CH, — CH, — CH, — CH, —CH,} 
| 
NH CH, hg 


固化 草 氨 酸 丙酮 酸 RAR 
图 3.21 亲 和 纯 化 乳酸 脱 拨 酶 所 用 的 丙酮 酸 、 草 氨 酸 和 固化 草 氨 酸 的 结构 关系 


ER LDH 的 粗 酶 制剂 流 过 草 氨 酸 柱 之 前 加 入 NADH， 可 以 促进 LDH 与 固化 草 氨 酸 的 
结合 ， 其 他 所 有 蛋白 质 分 子 穿 过 柱子 而 不 结合 。 上 样 之 后 用 缓冲 液 冲 洗 柱 子 ， 确 保 洗 掉 所 有 
未 结合 分 子 。 只 要 冲洗 缓冲 液 含有 NADH, LDH 分 子 就 保持 与 柱子 的 吸附 。 用 不 含 
NADH 的 洗 脱 缓冲 液 冲洗 ， 使 酶 立刻 洗 脱 。 用 这 种 亲 和 柱 只 要 一 步 就 能 从 人 胎盘 粗 提 物 中 
纯化 出 均一 的 LDH， 产 量 超过 985. 

合成 任何 亲 和 凝 胶 都 要 考虑 以 下 3 个 主要 问题 : 

(D 亲 和 配 基 的 选择 ; 

@ 支持 基质 的 选择 ， 

@ 化 学 偶 联 技术 的 选择 。 

选择 的 配 基 理想 上 应 该 对 目标 蛋白 具有 高 度 特异 性 ， 并 且 与 目标 蛋白 的 结合 是 可 逆 的 ， 
以 便 在 相对 温和 的 条 件 下 实现 解吸 附 。 配 基 还 应 相当 稳定 ， 因 为 将 配 基 化 学 偶 联 到 支持 基质 
上 常常 要 求 很 苛刻 的 条 件 。 正 如 已 经 提 到 的 ， 许 多 生物 大 分 子 已 成 功用 作 亲 和 配 体 。 但 是 其 
中 多 数 配 体 都 有 局 限 性 ， 包 括 成 本 高 和 稳定 性 低 。 开 发 出 能 结合 多 种 蛋白 质 的 合成 染料 配 基 
克服 了 许多 上 述 缺 点 。 

使 用 的 支持 基质 应 具备 以 下 特点 : 

O 物理 和 化 学 稳定 ; 

© 刚性 强 ， 能 承受 高 的 工作 流速 

@ 化 学 惰性 ， 不 与 蛋白 质 非 特异 结合 ; 

@ 高 度 渗水 性 ， 孔 径 足够 蛋白 质 分 子 自由 进入 与 内 部 的 结合 配 基 结 合 ， 大 大 提高 柱 结 
合 能 力 ; 

© 还 必须 可 衍生 、 便 宜 和 可 重复 利用 。 

使 用 的 支持 基质 有 琼脂 糖 、 纤 维 素 、 硅 胶 和 各 种 有 机 聚合 物 。 交 联 琼脂 糖 可 能 是 应 用 最 
广泛 的 基质 。 

可 以 将 配 基 偶 联 到 基质 上 的 化 学 固化 技术 种 类 繁多 。 很 多 情况 下 配 基 并 不 是 直接 偶 联 到 
支持 基质 上 ， 而 是 通过 一 个 间隔 臂 偶 联 。 可 以 使 用 的 间隔 臂 有 很 多 种 ， 最 普遍 的 完全 由 亚 四 
基 组 成 〈 图 3. 21) 。 很 多 情况 下 使 用 间隔 臂 的 目的 是 克服 妨碍 大 的 蛋白 质 分 子 结合 的 位 阻 效 
应 。 可 以 使 用 一 系列 化 学 手段 激活 基质 ， 产 生化 学 不 稳定 的 因而 有 活性 的 支持 基质 。 随 后 用 
选择 的 配 基 衍生 ， 或 者 首先 用 间隔 璧 衍生 然后 再 偶 联 配 基 。 用 溴 化 氰 激活 是 最 早 发 明 的 激活 
基质 的 方法 之 一 ， 溴 化 氰 激活 的 琼脂 糖 在 种 类 繁多 的 含 伯 氨 基 配 基 的 固化 中 仍 广泛 使 用 。 但 
是 产生 的 配 基 在 中 性 pH 值 时 带 正 电荷 ， 使 凝 胶 具 有 离子 交换 的 特性 。 在 一 定 条 件 下 偶 联 键 
也 容易 水 解 ， 可 能 导致 配 基 从 柱子 流失 。 之 后 发 明了 许多 其 他 的 激活 方法 ， 有 些 方法 能 产生 
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非常 稳定 的 衍生 凝 胶 。 

改变 洗 脱 缓冲 液 的 组 成 ， 大 大 降低 蛋白 质 与 固化 配 基 的 亲和力 ， 可 以 从 亲 和 柱 上 洗 脱 结 
合 的 蛋白 质 。 蛋 白质 与 配 基 之 间 的 作用 是 各 种 非 共 价 作用 ， 很 多 情况 下 只 需要 改变 缓冲 液 的 
pH 值 、 离 子 强度 、 加 入 去 污 剂 或 乙 二 醇 等 试剂 降低 溶液 的 极 性 就 能 够 将 蛋白 质 洗 脱 。 另 外 
还 可 以 加 入 竞争 性 配 基 促进 解吸 附 。 常 用 的 竞争 性 配 基 包括 自由 底 物 、 底 物 类 似 物 或 辅 因 
子 。 与 改变 缓冲 液 pH 值 或 离子 强度 等 普及 方法 相 比 ， 使 用 竞争 性 配 基 通常 使 蛋白 质 的 吸附 
更 具 选择 性 。 有 时 可 能 需要 多 种 洗 脱 条 件 组 合 才能 实现 洗 脱 ， 确 定 解吸 附 的 最 佳 条 件 通常 需 
要 大 量 的 实验 研究 。 

亲 和 层 析 较 常规 的 层 析 技 术 有 许多 优点 。 生 物 特异 亲 和 层 析 的 特异 性 和 选择 性 是 其 他 层 
析 方 法 所 不 能 比 的 ， 至 少 在 实验 室 规模 可 以 达到 几乎 100% 的 回收 率 ， 纯 度 提高 1000 倍 以 
上 。 因 而 纳入 亲 和 步骤 可 以 大 大 减少 纯化 蛋白 质 所 需要 的 步骤 。 当 然 也 节约 了 可 观 的 时 间 和 
成 本 ,在 工业 上 尤其 显著 。 尽 管 有 上 述 优势 ， 生 物 特异 亲 和 层 析 并 不 适合 在 工业 上 广泛 应 
用 ， 这 一 事实 反映 出 此 项 技术 的 一 系列 缺点 : 

CD 前 面 提 到 的 许多 生物 特异 配 基 都 相当 昂贵 ， 而 且 常 常 不 稳定 ; 

O 许多 配 基 偶 联 技术 都 很 复杂 、 有 毒 、 耗 时 和 昂贵 

图 由 于 以 下 两 点 ， 基 质 上 偶 联 的 配 基 的 任何 流失 都 应 受到 关注 ，a， 有 效 降低 系统 容量 
b. 有 害 的 化 学 物质 渗 漏 到 蛋白 质 产 物 中 当然 是 不 希望 的 ， 如 果 纯化 蛋白 质 是 用 于 商业 用 途 
更 是 如 此 。 

由 于 粗 成 分 中 各 种 酶 的 活性 可 能 修饰 或 降解 昂贵 的 凝 胶 ， 选 择 生物 特异 亲 和 层 析 作为 纯 
化 蛋白 质 的 第 一 步 应 非常 谨慎 ， 但 是 为 了 从 它 的 高 度 特异 性 中 得 到 最 大 益处 ， 在 纯化 过 程 中 
应 尽 可 能 早 地 使 用 生物 特异 亲 和 层 析 。 尽 管 有 着 巨大 优势 ， 但 由 于 上 述 所 有 原因 ， 传 统 的 亲 
和 系统 在 实验 室 研究 之 外 应 用 很 有 限 。 

免疫 亲 和 纯 化 

固化 抗体 可 以 用 作 亲 和 吸附 剂 ， 吸 附 相 应 的 抗原 (图 3. 22)。 和 许多 其 他 生物 分 子 一 
PE, 抗体 可 以 通过 各 种 化 学 偶 联 程序 固定 到 适当 的 支持 基质 上 。 早 期 的 许多 免疫 亲 和 柱 使 用 
的 都 是 用 纯化 的 抗原 制备 的 哺乳 动物 多 抗 ， 因 此 设计 免疫 亲 和 柱 的 前 提 条 件 是 必须 有 有 效 的 
纯化 抗原 的 方案 。 使 用 多 抗 的 免疫 亲 和 柱 结合 目标 蛋白 的 能 力 大 多 很 低 。 另 外 ， 由 于 目标 蛋 
白 特异 多 抗 在 总 的 多 抗 中 只 占 很 小 的 一 部 分 ， 这 种 柱子 还 会 吸附 其 他 一 些 蛋白 质 。 

单 克隆 抗体 技术 可 以 大 量 生产 只 对 靶 抗 原 特异 的 抗体 ， 促 进 了 免疫 亲 和 技 术 的 应 用 。 而 
且 制 备 单 克 隆 抗体 不 必 充 分 纯化 抗原 蛋白 。 

固化 抗体 


| 


Loy. 
ay 


支持 基质 珠 粒 之 前 用 来 刺激 溶液 中 不 结合 
抗体 产生 抗原 抗体 的 其 他 配 基 


图 3.22 免疫 亲 和 层 析 原理 
只 有 固化 抗体 特异 识别 的 抗原 保留 在 柱 上 
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虽然 免疫 亲 和 层 析 可 能 是 各 种 生物 特异 层 析 中 特异 性 最 高 的 ， 但 是 由 于 一 系列 原因 其 作 
为 蛋白 质 纯化 方法 的 普及 还 是 拖延 了 。 

CD 同 其 他 形式 的 亲 和 层 析 一 样 ， 免 疫 亲 和 层 析 是 一 项 费用 相对 较 高 的 技术 。 合 适 的 单 
克隆 抗体 的 制备 和 固化 自然 不 是 一 项 便宜 的 实验 。 

@ 可 能 会 出 现 不 希望 的 配 基 (MA) 流失 。 

Q 许多 情况 下 ， 不 容易 实现 结合 蛋白 从 固化 抗体 的 洗 脱 。 解 吸附 要 求 的 条 件 一 般 会 导 
致 结合 蛋白 的 部 分 变性 。 调 整 缓冲 液 PH， 或 使 用 尿素 或 拭 等 试剂 常常 可 以 实现 洗 脱 。 应 用 
最 普遍 的 洗 脱 方法 之 一 是 用 pH 2. 2 一 2. 8 的 甘氨酸 -盐酸 缓冲 液 冲洗 。 有 时 在 碱 性 pH 值 更 
容易 洗 脱 。 也 有 一 些 特例 ， 蛋 白质 是 在 相对 温和 的 条 件 下 洗 脱 的 ， 如 更 换 缓冲 系统 或 提高 离 
子 强度 ， 但 是 这 样 的 例子 是 例外 。 

尽管 有 着 这 样 的 缺点 ， 免 疫 层 析 确 实 是 具有 极 高 的 生物 特异 性 ， 而 且 在 实验 室 和 工业 规 
模 都 有 应 用 。 此 项 技术 在 工业 上 应 用 的 一 个 例子 是 治疗 血 友 病 的 重组 血液 因子 库 的 纯化 ， 其 
中 就 有 一 步 免疫 亲 和 层 析 。 

1. AAR 

多 数 种 类 的 金黄 色 葡萄 球菌 都 产生 一 种 称 作 A 蛋白 的 蛋白 质 。 这 种 蛋白 只 有 一 条 分 子 
质量 为 42ku 的 多 肽 链 。A 蛋白 与 人 或 许多 其 他 哺乳 动物 免疫 球 蛋 白 G (immunoglobulin， 
IgG) 的 Fc 区 (恒定 区 ) 结合 ， 结 合 的 特异 性 和 亲和力 都 非常 高 。A 蛋白 固化 到 Sephadex 
或 琼脂 糖 珠 粒 上 ， 构 成 一 个 强 效 的 亲 和 系 统 ， 可 以 用 来 纯化 IgG。 但 是 A 蛋白 对 不 同 哺乳 
动物 来 源 的 各 种 IgG 亚 类 的 结合 力 有 非常 大 的 差别 。 有 些 情 况 下 可 以 用 另 一 个 蛋白 质 G 蛋 
白 将 代 A 蛋白 。 多 数 免疫 球 蛋 白 分 子 都 是 在 碱 性 条 件 下 与 固化 A 蛋白 结合 ， 然 后 在 酸性 
pH 值 下 洗 脱 。 在 纯化 具有 很 高 价值 的 预期 用 于 诊断 或 治疗 的 抗体 方面 ，A 蛋白 亲 和 层 析 有 
巨大 的 工业 应 用 潜力 。 

2. 凝集 素 亲 和 层 析 

凝集 素 亲 和 层 析 可 以 用 于 纯化 各 种 糖 蛋白 。 最 初 研究 凝集 素 是 因为 它们 能 促进 红细胞 和 
一 些 其 他 类 型 细胞 凝集 。 凝 集 素 是 植物 、 冰 椎 动物 和 一 些 无 冰 椎 动物 合成 的 一 组 绰 白 质 。 各 
种 植物 种 子 中 凝集 素 含 量 尤其 高 。 植 物 凝 集 素 也 常 称 作 植物 血球 凝集 素 。 所 有 凝集 素 都 能 结 
ACU Cn w-D- 甘 露 糖 ，c-D- 葡 萄 糖 ，D-N- 乙 酰 半 乳糖 苷 ) ( 表 3. 9) 。 最 为 熟悉 、 应 用 
最 广泛 的 凝集 素 是 伴 刀 豆 球 蛋白 A (concanowalin，Con A)、 大 豆 凝 集 素 (soybean lectin, 
SBL) 和 麦芽 凝集 素 (wheat germ agglutinin, WGA). 


R39 纯化 糖 蛋白 常用 的 固化 形式 的 凝集 素 


a-D-H MH a 
N-CRXE-g-D-NEROEC 
a-D 甲 基 甘 露 糖 

N-Z ROE-9-D-M E 
N-ZBM-9-D-Ni B 
入 乙酰 基 -D- 葡 糖 胺 
乳糖 

o-H EY 
Low 


2-D-H RE aD A f 
N-LROE o DRE 
2D 
N-CROE-g-D-NL BI 
N-LBOEG DARE 
N-ZLROE-DE NE RE 
ORIG N-Z W-D 
lS 
nli 
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凝集 素 亲 和 层 析 可 以 用 于 纯化 各 种 蛋白 质 ， 包 括 各 种 激素 、 生 长 因子 和 细胞 因子 。 禄 蛋 
白 一 般 在 接近 中 性 pH 值 结合 凝集 素 亲 和 柱 。 有 时 改变 洗 脱 缓冲 液 pH 可 以 解吸 附 。 但 是 最 
普通 的 解吸 附 方法 是 在 洗 脱 缓 站 液 中 加 入 对 凝集 素 具 有 高 亲 和 性 的 自由 糖分 子 ， 即 加 入 竞争 
HERR. 

EUR BERE AFCA BET DURO LAE RPE hF FRR RERIT E MT 

OD ERROR IER R 

O & X.—PHBUK LEO AY IAE RHET. EE EOF EE RO RR 
会 导致 其 中 数 种 粮 蛋 白 共 纯化 。 

O 有 限 的 应 用 意味 着 这 种 方法 几乎 没什么 成 就 ， 尤 其 在 生产 规模 。 

3. ROR ICRU 

‘AAA Ae me A Ae HE GE T 
MU RAVE MAI. AADAC oR RORY CR ELE F3G-A) 共 价 结合 到 高 分 子 基 

DAMNA MORI LTE RL)» 2 A A F ie HE MY 

X o Ni MEB, SARK SEREA 
so; A BEL SEAT E BA TA AE 51 — ARC BEBER L fE 

Neo ”为 亲 和 配 基 使 用 一 些 其 他 种 类 的 三 嗪 染料 
xo Oo Geren (B 3.23) 也 结合 一 些 特定 的 蛋白 质 ， 因 此 也 


A ux a 用 做 亲 和 配 基 。 染 料 亲 和 层 析 由 于 以 下 一 系列 
aie a 的 原因 而 开始 被 普遍 使 用 : 
$0 on vue O 染料 易 大 量 提供 ， 而 且 价格 相对 便宜 


GO nO O 染料 与 楷 质 的 化 学 结合 通常 比较 稳定 
AG EE IE HE EEG RU 
可 ， 可 以 避免 使 用 CNBr 等 有 毒化 学 试剂 ， 在 


oo 许多 情况 下 也 不 需要 结合 空间 
x" @ 染料 与 基质 的 连接 可 以 相对 抵抗 化 学 、 
CD 物理 和 酶 的 降解 ， 这 种 方式 使 柱 中 配 基于 失 的 
lo; PREN Ni 可 能 性 降 到 最 低 ， 而 且 一 旦 发 生 配 基 丢失 ， 由 
于 染料 颜色 的 改变 很 容易 发 现 ; 
BSD eee A @ 蛋白 质 与 固定 化 染料 配 基 的 结合 能 力 很 
eric ation 强 ， 而 且 这 种 结合 一 般 具 有 生物 特异 性 : 


C) 吸附 蛋白 质 的 洗 脱 相对 容易 实现 。 

一 个 问题 是 ， 这 种 大 量 生 产 和 制备 的 纺织 染料 通常 含有 许多 杂质 ， 而 这 些 杂 质 也 许 会 对 
层 析 柱 的 性 质 有 负面 影响 。 不 可 能 对 一 种 特定 的 蛋白 质 是 否 能 保留 在 染料 亲 和 层 析 柱 上 ， 以 
及 实现 最 佳 吸 附和 洗 脱 的 条 件 进行 精确 预测 ， 只 能 根据 经 验 性 的 研究 判断 ， 现 在 许多 公司 都 
提供 一 些 包含 许多 不 同 的 染料 亲 和 配 基 的 试剂 例 ， 这 些 染 料 也 许 就 是 最 初 用 于 经 验 性 研究 的 
染料 亲 和 配 基 ， 许多 明显 不 相关 的 蛋白 质 可 以 结合 染料 亲 和 配 基 ， 而 其 他 蛋白 质 则 不 能 保留 
在 亲 和 柱 上 ， 这 种 特异 反应 的 作用 原理 还 不 清楚 。 由 于 自然 界 中 不 存在 活性 染料 ， 不 可 能 发 
生 染 料 与 组 白质 分 子 之 问 真正 特异 性 的 结合 。 然 而 这 些 染 料 与 核 苷 酸 铺 酶 (如 NADH) 结 
构 类 似 ， 因 此 经 常 可 以 结合 脱 氢 酶 ，X 射线 晶体 学 研究 证 实 结合 发 生 在 这 些 依赖 核 背 酸 的 酶 
类 与 核 苷 酸 的 交 春 处 ， 因 而 相应 的 这 些 染 料 在 很 大 的 范围 内 用 于 纯化 脱 氢 酶 。 这 些 染 料 也 结 
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合 一 些 与 依赖 核 苷 酸 酶 类 无 关联 的 蛋白 aikani 
: E 基质 珠 粒 
质 ， 这 种 特异 性 结合 的 机 理 还 不 清楚 。 \ 


带 有 负电 荷 的 磺 酸 基 团 可 以 赋予 这 种 三 
A> ni 
DE SL TS F SEDE AX HES / rr. 


有 的 芳香 族 基 团 使 它们 具有 一 定 程度 的 N 


Bik HE «A HE ZE AE É ME IE MEH I th iE PEN. up NER 

到 了 一 些 作用 ,另外 染料 与 蛋白 质 分 子 o 

间 也 存在 氢 键 结 合 。 a | 一 CHiCOO 
4. 金属 整合 层 析 一 一 NScaicoo- 
金属 整合 层 析 是 20 世纪 70 年 代 发 展 

起 来 的 非常 规 的 蛋白 质 亲 和 层 析 纯 化 技 Hio 金属 整合 层 析 基 本 原理 示意 图 


术 ， 主 要 依靠 蛋白 质 表面 的 基 团 与 固定 © 某 些 蛋白 质 因 与 固定 化 的 金属 离子 形成 配 位 键 而 
在 层 析 介质 上 的 金属 离子 间 形 成 配 位 键 。“ 保留 在 层 析 柱 上 ;(b) 最 常用 的 金属 整合 剂 亚 腕 
来 实现 吸附 作用 (图 3. 24) ， 金 属 整 合剂 二 乙酸 (iminodiaceticacid，IDA) 的 结构 
通过 间隔 臂 与 层 析 基 质 〈 如 交 联 琼脂 糖 ) 共 价 连接 形成 亲 和 介 质 ， 获 合 配 体 如 亚 胺 二 乙酸 
Ciminodiacetate, IDA) 能 结合 一 些 金属 离子 (如 Fe, Co, Ni, Cu, Zn, AD, JAA ROL 
将 其 固定 到 层 析 基 质 上 。 亲 和 基质 一 般 不 提供 与 之 结合 的 金属 离子 ， 因 此 可 以 选择 金属 离子 
与 之 整合 〈 用 该 金属 的 盐 溶液 平衡 柱子 ， 如 在 选择 Cu 时 用 CuSO, 溶 液 即 可 )， 最 常用 的 金 
属 离子 有 Zt. Ni 和 Cu** 。 蛋 白质 表面 的 基 团 中 ， 主 要 是 组 氨 酸 残 基 的 侧 链 与 金属 离子 
形成 弱 的 配 位 键 。 结 合 蛋白 的 洗 脱 在 低 pH 的 缓冲 体系 中 进行 这 能 导致 组 氨 酸 残 基质 子 
化 ， 从 而 使 其 与 金属 离子 间 的 配 位 键 不 能 形成 )， 或 者 在 洗 脱 缓冲 液 中 加 入 一 种 强 的 竞争 性 
的 配 体 ( 如 整合 配 体 ，EDTA)。 

金属 整合 层 析 广泛 用 于 纯化 带 有 组 氨 酸 标签 〈 后 文 详 述 ) 的 重组 蛋白 ， 由 于 蛋白 质 的 结 
合 是 通过 组 氨 酸 残 基 实现 的 ， 这 项 技术 不 仅 可 以 纯化 含有 金属 的 蛋白 质 ， 也 可 以 分 离 不 含 金 
属 的 蛋白 质 。 


3.5.5 羟基 砚 灰 石 层 析 


自然 界 中 的 羟基 础 灰 石 存在 于 磷酸 盐 矿 石 中 ， 也 是 骨骼 中 的 矿物 质 之 一 ， 它 同时 也 可 以 
用 于 批量 分 馅 或 柱 层 析 分 离 蛋 白质 。 

将 Na, HPO, M CaCl: 混 合 在 一 起 制备 凑 基 础 灰 石 ， 这 时 会 出 现 一 种 名 为 透 硫 钙 石 的 白 
色 沉 淀 ， 在 氨 存 在 的 条 件 下 加 热 至 100 它 透 磷 钙 石 就 转变 为 羟基 础 灰 石 。 尽 管 羟基 础 灰 石 可 


以 购买 到 ， 但 是 自己 制备 还 是 相对 比较 容易 。 
CaHPO,。2H:O@ imf 100C Cai (POL) * (OH): 
BRET RARE 


现在 对 羟基 础 灰 石 结合 和 分 离 蛋 白质 的 真实 机 制 还 了 解 得 不 多 ， 蛋 白质 与 Ca 和 
POL 发 生 双重 相互 作用 而 吸附 在 羟基 础 灰 石 基质 上 ， 结 合 蛋白 在 层 析 柱 上 的 解 离 一 般 是 通 
过 磷酸 钾 梯 度 洗 脱 实现 的 。 


© ”原著 为 CazHPO,* 2H.0, KAR, EIE CaHPO, * 2H:O- 一 译 者 注 - 
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磷酸 钙 - 纤 维 素 凝 胶 代 表 了 羟基 础 灰 石柱 层 析 的 一 种 演变 ， 将 磷酸 钙 的 悬 液 与 纤维 素 粉 
的 悬 液 一 起 孵育 ， 就 产生 了 这 种 纤维 素 外 包 被 磷酸 钙 的 凝 胶 。 

羟基 础 灰 石 层 析 一 般 不 是 经 常 使 用 ， 可 能 很 大 程度 上 是 因为 其 他 柱 层 析 方 法 分 离 蛋 白质 
的 原理 更 清楚 。 羟 基础 灰 石 的 制备 尽管 很 简单 ， 但 仍然 带 来 额外 的 不 便 ， 有 时 不 同 批 次 的 羟 
基础 灰 石 的 层 析 特 性 会 不 同 。 


3.5.6 聚焦 层 析 


聚焦 层 析 根 据 等 电 点 来 分 离 蛋白 质 ， 是 一 种 相对 较 新 的 层 析 技 术 。 在 聚焦 层 析 中 ， 先 用 
一 种 pH 值 的 缓冲 液 平衡 离子 交换 柱 ， 再 用 另外 一 种 不 同 pH 值 的 缓冲 液 流 过 柱子 ， 由 于 交 
换 剂 本 身 的 缓冲 能 力 ， 一 个 连续 的 pH 梯度 就 可 以 沿 着 层 析 柱 形 成 。 为 了 获得 最 大 的 分 辨 
率 ， 必 须 建立 一 个 线性 的 pH 梯度 ， 这 就 要 求 使 用 的 洗涤 缓冲 液 和 交换 剂 必 须 在 很 大 的 pH 
值 范 围 内 具有 缓冲 能 力 ， 所 形成 的 pH 梯度 的 范围 明显 依赖 于 预 平 衡 后 离子 交换 剂 的 pH 值 
和 洗涤 缓冲 液 的 pH 值 。 聚 焦 层 析 最 常 使 用 的 基质 为 表现 出 很 强 缓冲 能 力 的 弱 阴 离子 交换 
剂 ， 这 种 弱 阴 离子 交换 剂 首先 用 高 pH 值 的 缓冲 液 预 平衡 ， 然 后 上 样 ， 上 样 通常 在 pH 值 低 
于 预 缓冲 液 的 上 样 缓冲 液 中 进行 。 上 样 完 毕 后 ， 用 一 种 特殊 配方 的 含有 大 量 缓冲 成 分 的 缓冲 
We (商品 化 ) 淋 洗 柱子 ， 由 于 相对 于 层 析 柱 原始 的 pH 值 偏 低 ， 这 种 缓冲 液 使 层 析 柱 形成 从 
上 到 下 逐渐 上 升 的 pH 梯度 。 

上 样 以 后 ， 带 负电 荷 的 蛋白 质 立刻 结合 到 层 析 柱 ， 带 正 电 荷 的 蛋白 质 沿 柱 下 行 ， 由 于 层 
析 柱 中 存在 上 升 的 pH 梯度 ， 这 些 带 正 电荷 的 蛋白 质 最 终 将 会 到 达 柱 中 的 pH 值 与 其 pl 值 
(等 电 点 ) 相等 处 ， 继 续 向 下 迁移 ， 由 于 环境 pH 值 高 于 其 pl 值 ， 这 些 蛋 白质 将 会 因为 带 上 
负电 荷 而 结合 到 层 析 柱 上 。 因 此 ， 由 于 最 初 洗涤 缓冲 液 的 使 用 ， 所 有 的 蛋白 质 组 分 都 会 沿 柱 
下 行 ， 直 到 它们 到 达 柱 中 的 pH 值 略 大 于 其 等 电 点 处 ， 此 时 它们 将 会 结合 到 阴离子 交换 剂 
上 ,不同 的 蛋白 质 组 分 由 于 其 等 电 点 这 一 参数 的 区 别 而 分 离开 。 柱 中 所 形成 的 pH 梯度 不 是 
静态 的 ， 随 着 更 多 洗涤 缓冲 液 的 使 用 ， 柱 中 任何 一 点 的 pH 值 都 会 不 断 地 下 降 ， 因 此 ， 当 环 
境 pH 值 再 次 低 于 其 pI 值 时 ， 吸 附 在 柱子 上 的 蛋白 质 开始 带 上 正 电 荷 ， 从 而 将 会 立刻 解 离 。 
解 离 的 蛋白 质 沿 柱 下 行 ， 直 到 它们 到 达 柱 中 的 pH 值 略 大 于 其 等 电 点 处 ， 然 后 重新 结合 。 这 
个 过 程 将 会 反复 进行 ， 直 至 蛋白 质 在 自己 的 等 电 点 处 从 柱子 上 洗 脱 下 来 。 目标 蛋白 的 等 电 点 
Cpl 值 ) 处 于 pH 梯度 中 间 时 最 为 理想 ， 结 果 将 会 最 好 。 聚 焦 层 析 时 结合 蛋白 的 洗 脱 峰 较 
窗 ， 具 有 非常 好 的 分 离 效 果 。 这 项 技术 和 其 他 层 析 方 法 在 纯化 蛋白 质 时 结合 使 用 ， 尤 其 有 
效 。 应 用 方面 的 大 多 数 报道 还 仍 是 仅 限于 实验 室 的 技术 手段 规模 ， 由 于 经 济 方面 的 原因 ， 尤 
其 是 所 需要 的 洗涤 液 的 费用 限制 了 其 在 工业 上 的 大 规模 应 用 。 


3.5.7 ”基于 双 水 相 分 离 的 蛋白 质 层 析 


前 面 已 经 提 过 ， 蛋 白质 在 双 水 相 系统 中 的 分 离 代表 了 一 种 传统 的 可 以 在 一 定 程度 上 纯化 
蛋白 质 的 方法 ， 这 种 技术 可 以 在 柱 层 析 中 使 用 ， 建 立 液 - 液 分 离 柱 需要 选择 合适 的 支持 剂 ， 
以 吸附 两 种 互 不 相 深 的 溶剂 中 的 一 种 ， 从 而 形成 层 析 柱 中 的 周 定 相 ,第 二 相 〈 流 动 相 ) 沿 层 
析 柱 流 过 。 蛋 白质 在 两 相 溶 剂 中 的 分 离 依赖 于 它们 与 两 种 溶剂 的 相对 亲和力 ， 与 流动 相 的 亲 
和 力 较 高 的 蛋白 质 先 洗 脱 下 来 ， 而 那些 和 固定 相 作用 较 强 的 蛋白 质 ， 洗 赔 速度 要 慢 得 多 。 
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一 般 使 用 的 支持 剂 与 形成 聚合 物 的 两 相 中 的 一 相 不 相 溶 ， 支 持 剂 排斥 不 相 溶 的 聚合 物 ， 
而 其 自身 被 另 一 相 包 被 ， 有 效 地 隔离 了 不 相 溶 的 一 相 。 纤 维 素 与 PEG 不 相 溶 ， 在 PEG- 葡 聚 
糖 两 相 溶剂 系统 中 被 葡 聚 糖 所 包 被 。 但 是 ， 由 于 其 致密 的 纤维 结构 ， 这 种 体系 的 容量 相对 较 
小 。 含 有 丰富 葡 聚 糖 的 液 相 也 可 以 用 来 包 被 聚 丙 烯 酰 胺 支持 剂 ， 然 而 ， 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 珠 在 
葡 聚 糖 存在 的 条 件 下 易于 膨胀 ， 膨 胀 后 的 颗粒 机 械 强度 较 差 ， 在 低压 下 就 会 破碎 ， 这 就 在 一 
些 方面 限制 了 聚 丙烯 酰胺 体系 的 应 用 。 

另外 一 种 方法 就 是 设计 一 种 稳定 的 适用 于 双 水 相 分 离 层 析 的 支持 剂 ， 如 通过 连接 聚合 反 
应 ， 将 线性 的 聚 丙 烯 酰胺 链 固定 在 一 种 合适 的 珠 状 支持 剂 表面 ， 这 种 方法 得 到 的 凝 胶 珠 机 械 
强度 大 ， 易 于 被 富 含 葡 聚 糖 的 液 相 包 被 。 聚 丙烯 酰胺 可 以 成 功 连接 的 支持 剂 包括 二 氧化 硅 和 
聚 丙烯 酸 酯 烯 类 聚合 物 。 双 水 相 分 离 层 析 不 仅 可 以 分 离 蛋白 质 ， 也 可 以 用 来 分 离 核酸 。 


3.5.8 蛋白 质 的 高 效 液 相 层 析 


迄今 为 止 ， 前 面 提 到 的 层 析 技 术 都 是 在 由 重力 或 低压 泵 产生 的 相对 较 低 的 压力 下 进行 的 
(低压 液 相 层 析 ，low pressure liquid chromatography，LPLC) ， 在 这 样 的 层 析 柱 上 分 离 一 个 
单独 的 样品 一 般 都 需要 几 个 小 时 的 时 间 来 完成 ， 而 且 必 须 保持 相对 较 低 的 流速 。 这 是 因为 当 
样品 流 经 层 析 柱 时 ， 和 蛋白 质 因 流 过 凝 胶 颗 粒 表面 而 开始 接触 ， 蛋 白质 分 子 完全 依靠 分 子 扩散 
进入 多 孔 凝 胶 颗 粒 内 部 ， 这 是 一 个 很 惕 的 过 程 ， 尤 其 是 与 蛋白 质 样品 只 在 凝 胶 颗 粒 表面 迁移 
相 比 。 如 果 流 速 显 著 高 于 通常 的 扩散 速度 ， 就 会 导致 带 扩展 〈 分 辨 率 就 会 下 降 ) 。 这 种 现象 
的 发 生 是 因为 对 于 同一 种 分 子 而 言 ， 没 有 进入 凝 胶 颗粒 内 的 分 子 流 经 层 析 柱 的 速度 较 快 ， 进 
入 颗粒 内 的 分 子 流速 较 慢 。 高 的 流速 导致 许多 分 子 在 经 过 层 析 柱 时 没有 机 会 扩散 到 凝 胶 颗 粒 
内 部 ， 从 而 降低 吸附 容量 。 

一 个 提高 流速 而 又 不 降低 分 辩 率 的 方法 就 是 使 用 直径 非常 小 的 微粒 固定 相 基 质 ， 这 能 有 
效 地 降低 分 子 扩散 出 人 介质 颗粒 的 时 间 。 颗 粒 直径 的 急剧 降低 增加 了 保持 既定 流速 所 需 的 压 
力 ， 这 样 高 的 流速 可 以 通过 高 效 液 相 层 析 系统 (high pressure liquid chromatography, 
HPLC) 来 实现 。 利 用 这 样 的 方法 ， 分 离 样品 所 需要 的 时 间 可 以 从 几 个 小 时 降 为 几 十 分 钟 。 
由 于 处 理 时 间 的 减少 ， 制 备 HPLC 在 工业 上 已 经 引起 了 极 大 的 兴趣 。 尽 管 在 这 方面 已 经 取 
得 了 很 大 的 进步 ， 制 备 HPLC 系统 在 蛋白 质 纯 化 上 还 只 是 在 相对 限定 的 范围 内 使 用 。 

能 够 在 高 压 下 提供 恒定 流速 的 泵 的 发 展 以 及 合适 的 抗 压 层 析 介质 的 识别 大 大 提高 了 成 功 
应 用 HPLC 的 可 能 性 ， 传 统 的 在 低压 下 使 用 的 较 软 的 层 析 介质 由 于 可 压缩 性 均 不 适合 在 高 
压 系统 下 使 用 。 

一 种 理想 的 支持 介质 应 该 : 

(D 具有 机 械 的 和 化 学 的 稳定 性 ; 

@ 非特 异性 吸附 程度 低 ; 

@ 易 重 复 使 用 ; 

图 价格 低廉 ; 

© 介质 颗粒 小 ， 质 地 均匀 ; 

© 多 和 孔 性 。 

很 明显 没有 任何 一 种 材料 可 以 满足 以 上 所 有 条 件 ， 硅 胶 符合 其 中 一 些 重要 的 规定 ， 最 为 
显著 的 是 高 机 械 稳 定性 ， 因 此 ， 它 在 高 效 液 相 层 析 系 统 中 被 广泛 使 用 。 但 是 ， 硅 胶 在 碱 性 条 
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件 下 是 不 稳定 的 ， 除 此 之 外 ， 它 还 表现 出 一 些 非特 异性 吸附 的 性 质 。 正 是 由 于 硅胶 在 碱 性 
pH 值 下 相对 不 稳定 ， 在 纯化 重要 的 治疗 用 蛋白 质 〈 一 种 蛋白 质 的 主要 用 途 ) 方面 的 应 用 受 
到 限制 ， 比 如 现在 使 用 较 多 的 去 热 原 (第 4 章 ) 的 方法 就 包括 在 层 析 柱 中 持续 使 用 lmol/L 
的 NaOH。 硅 胶 的 这 些 缺 点 可 以 通过 在 其 颗粒 表面 包 被 合适 的 亲 水 层 来 克服 。 

许多 有 机 聚合 物 如 交 联 聚 茶 乙 烯 已 经 发 展 起 来 ， 成 为 除 硅胶 外 的 另 一 选择 ， 尽 管 许 多 这 样 
的 物质 具有 更 强 的 化 学 稳定 性 ， 但 是 它们 的 直径 很 难 被 生产 的 像 平常 使 用 的 硅胶 颗粒 那么 小 。 
通常 ，HPLC 的 固 相 颗 粒 直径 的 范围 为 5~55pm， 比 低压 液 相 层 析 使 用 的 颗粒 直径 小 10 倍 。 

在 蛋白 质 纯化 和 鉴定 时 可 以 利用 HPLC 进行 分 析 或 
制备 。 大 多 数 分 析 用 HPLC 柱 直径 为 4 一 4. 6mm, 长度 
为 10 一 30cm， 现 在 提供 的 制备 用 HPLC 柱 直径 比较 大 ， 
多 超过 80cm， 长 度 超过 1m (图 3. 25) 。 多 种 不 同 的 化 学 
基 团 都 可 以 连接 到 介质 颗粒 上 ， 因 此 ， 离 子 交换 、 凝 胶 
Me, RAMA. HAKATA PA AE H F 
HPLC, 

许多 小 分 子 量 蛋 白质 ， 尤 其 是 在 细胞 外 发 挥 作用 的 
蛋白 质 ( 如 干扰 素 、 生 长 激素 以 及 许多 不 同 种 类 的 细胞 
WO 都 非常 稳定 ， 可 以 在 许多 HPLC 柱 上 进行 分 离 而 
不 会 发 生 严重 的 变性 或 生物 活性 的 降低 。 制 备 HPLC 可 
以 用 于 干扰 素 和 白细胞 介 素 2 Cinterleukin-2, IL-2) 的 
生产 规模 纯化 。 相 反 ， 许 多 较 大 的 蛋白 质 ( 如 血液 因子 
WO 性 质 相对 不 太 稳定 ， 高 压 分 离 时 可 以 观察 到 因 和 蛋白 
质变 性 而 导致 活性 丧失 。 

与 低压 层 析 技 术 相 比 ， 制 备 和 分 析 水 平 的 HPLC 均 
表现 出 一 些 很 重要 的 优势 : 

图 3.25 处 理 治疗 或 诊断 用 蛋白 质 的 D 由 于 介质 颗粒 的 变 小 ，HPLC 具有 更 高 的 分 辨 率 。 
制备 HPLC 柱 (直径 15cm) 介质 颗粒 内 的 扩散 距离 变 得 最 小 ， 使 洗 脱 峰 比 低压 系统 
柱子 由 Prochrom (Nancy, France) ME. 
di OWH AM Affinity Chromatog N 
DRE CR EAR © 流速 的 提高 使 HPLC 提供 更 快 的 分 离 速度 ， 通 党 
可 由 几 个 小 时 缩短 到 几 十 分 钟 。 

@ HPLC 易 实 现 高 度 自 动 化 。 

HPLC 最 大 的 不 足 在 于 费用 ， 次 要 的 是 容量 。 即 使 最 基本 的 HPLC 也 比 低压 系统 昂贵 。 
日 复 一 日 地 运行 这 样 的 系统 所 需要 的 溶剂 和 一 次 性 物品 也 是 非常 昂贵 的 。 在 制备 水 平 ， 
HPLC 的 安装 和 维持 费用 必须 与 HPLC 系统 缩短 纯化 时 间 而 节约 的 费用 持平 。 在 一 些 情况 
T. HPLC 的 柱 容量 也 是 一 个 决定 性 的 因素 ， 尽 管 一 些 现代 化 制备 体系 每 个 生产 循环 可 以 
分 离 100g 或 更 多 的 蛋白 质 。 

出 于 技术 和 经 济 的 原因 ，HPLC 几乎 专门 用 于 下 游 处 理 少量 体积 的 蛋白 质 ， 尤 其 是 价值 较 
高 的 预期 主要 用 于 治疗 的 蛋白 质 (图 3. 26) 。 分 析 HPLC 更 广泛 应 用 于 生物 技术 方面 ， 它 具有 
高 分 辩 率 ， 高 灵敏 度 尤其 是 高 的 速度 ， 从 而 为 常规 蛋白 质 纯化 效果 的 评定 和 终 产品 的 质量 控制 
检查 提供 了 一 种 合适 的 方法 。 在 这 些 方面 HPLC 已 经 得 到 了 广泛 的 应 用 ， 最 为 显著 的 是 纯化 用 
猪 胰岛 素 半 合 成 的 人 胰岛 素 ， 以 及 从 微生物 中 纯化 重组 人 胰岛 素 〈 见 第 7 章 )。 
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近期 出 现 了 一 种 相对 于 HPLC 的 替代 产 
品 ， 我 们 称 之 为 FPLC 或 快速 蛋白 质 液 相 层 
析 ， 这 项 技术 所 使 用 的 压力 明显 低 于 传统 
HPLC 系统 ， 这 就 允许 使 用 琼脂 糖 等 聚合 物 
作为 层 析 介质 ，FPLC 层 析 柱 由 玻璃 或 惰性 
塑料 制 成 ， 传 统 的 HPLC 层 析 柱 由 高 级 不 锈 
钢 制 造 ， 从 经 济 角度 考虑 ，FPLC 系统 比 
HPLC 具有 更 大 的 吸引 力 。 尽 管 FPLC 在 低 
压 下 进行 ， 但 是 由 于 采用 了 比 低压 系统 相对 
更 高 的 流速 ， 它 们 仍然 具有 很 高 的 分 辩 率 。 
基于 FPLC 技术 的 层 析 系 统 ， 如 Pharmacia 
的 BioPilot 系统 最 适合 用 于 较 大 规模 的 应 用 图 3.26 制备 用 高 性 能 液 相 层 析 系 统 
(如 试点 规模 的 研究 或 小 规模 生产 )，BioPi- 。 由 Prochrom，Nancy，France 制造 (照片 承蒙 
lot 系统 是 一 种 利用 FPLC 技术 的 全 自动 液 Affinity Chromatography 有 限 公司 允许 使 用 ) 
相 层 析 系 统 〈 图 3. 27)， 包 括 控制 和 分 离 单元 。 计 算 机 控制 单元 可 以 控制 流速 、 洗 脱 成 分 等 
参数 以 及 控制 UV 监视 器 和 绘图 记录 仪 ， 检 测 并 记录 柱 中 蛋白 质 洗 脱 概况 。 分 离 装 置 包括 
全 部 的 缓冲 液 储 存 系统 以 及 层 析 柱 。BioPilot 系统 带 有 一 些 不 同 的 层 析 分 离 柱 ， 它 们 通过 一 
系列 连接 管道 和 阀门 连接 。 系 统 的 柱 体积 可 以 达到 1ml 一 30L。 众 多 不 同类 型 的 分 离 柱 ， 如 
离子 交换 、 凝 胶 过 滤 、 朴 水 层 析 和 亲 和 层 析 均 适用 于 FPLC 系统 ， 其 中 的 高 精度 泵 允许 的 
最 大 流速 可 以 达到 100ml/min。 


为 了 适应 高 价值 蛋白 质 生 产 的 需要 ， 设 
计 了 自动 化 程度 更 高 的 层 析 体系 。 
Pharmacia 的 BioProcess 系统 由 一 个 整体 的 
控制 面板 、 处 理 泵 以 及 包含 一 些 不 同类 型 层 
析 柱 的 分 离 单元 组 成 ， 其 流速 可 达 400LVh， 
每 个 生产 循环 可 以 纯化 克 级 到 千克 级 的 蛋白 
质 。 和 BioPilot 系统 一 样 ，BioProcess 体系 
的 设计 可 以 承受 严格 的 消毒 处 理 ， 这 对 生产 
体内 用 诊断 或 治疗 蛋白 质 是 必须 的 〔 见 第 4 
图 3.27 Pharmacia 公司 生产 的 BioPilot 系统 。 章 )。 这 种 系统 的 高 度 自动 化 为 整个 生产 过 
(照片 承蒙 British Biotechnology 有 限 公 司 允 许 使 用 ) 程 的 经 济 节约 作出 了 巨大 的 贡献 。 


3.5.9 膨胀 床 层 析 


传统 的 蛋白 质 纯化 程序 需要 在 层 析 分 离 前 从 蛋白 质 样品 中 除去 颗粒 组 分 ， 这 是 因为 固定 
HL ERME 是 非常 紧密 地 填充 到 层 析 柱 中 的 ， 带 有 颗粒 组 分 〈 如 完整 的 细胞 或 细胞 碎 
片 ) 的 蛋白 质 样品 在 流 经 柱子 时 ， 会 很 快 导 致 柱 床 表面 附近 形成 堵塞 ， 继 而 降低 流速 ， 提 高 
背景 压力 。 

膨胀 床 层 析 可 以 克服 这 个 困难 ， 它 允许 带 有 完整 细胞 或 细胞 碎片 的 含有 目标 蛋白 的 样品 
直接 通过 吸附 层 析 柱 ， 这 就 省 去 了 最 初 的 清除 步骤 ， 蛋 白质 纯化 的 过 程 将 会 更 加 便利 ， 周 期 
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也 会 缩短 (图 3. 28) 。 这 个 方法 在 实验 室 和 工业 生产 阶段 都 是 适用 的 ， 由 于 相应 设备 〈 如 离 
心机 ， 过 滤 设 备 ) 和 生产 时 间 的 缩减 可 以 转化 成 经 济 成 本 的 降低 ， 它 的 优势 在 大 规模 的 工业 
生产 上 表现 得 更 为 明显 ， 由 此 ， 脱 胀 床 层 析 已 经 引起 了 工业 部 门 最 大 兴 超 。 如 图 3. 29 所 示 ， 
膨胀 床 层 析 的 流动 相向 上 通过 分 离 柱 ， 这 样 就 使 凝 胶 颗 粒 从 开始 的 填充 状态 向 上 膨胀 ， 带 有 
颗粒 组 分 的 溶液 可 以 直接 通过 而 不 会 阻塞 柱子 。 


Aw 


胞 外 看 白 


去 除 细胞 收获 细胞 
(sit) RSH) 
Sx 发 本 站 
EAS Jk 
"a p 
cid 膨胀 床 层 析 Era 
t 
nn 纯化 WERIN 
EEE (sae uke 
(a) (b) 
W 3.28 


FAG AE EAR (a) FO AR AE Cb) 纯化 微生物 蛋白 的 一 般 方案 比较 。 详 细 内 容 参考 正文 
产生 稳定 的 膨胀 床 【图 3. 29 CO] 需要 以 下 几 个 慎重 的 选择 : 


流动 相 


(a) 


图 3.29 填充 床 层 析 和 膨胀 床 层 析 比较 简 图 
(a) 在 填充 床 模式 中 ， 介 质 紧 密 地 填充 在 柱子 中 ， 
流动 相向 下 流动 ;(b) 而 膨胀 床 层 析 中 开始 装填 的 
介质 只 占 柱 体 积 的 一 部 分 《经常 是 一 半 或 更 少 ); 
(ec) 流动 相向 上 流动 促进 凝 胶 颗粒 的 升 高 。 这 就 
保证 流动 相 中 的 颗粒 可 以 通过 柱子 而 不 会 堵塞 它 。 
现在 有 一 些 特殊 的 介质 应 用 于 膨胀 床 层 析 ， 如 正文 

中 痰 到 的 ， 它 们 的 直径 变化 范围 很 大 


(D 凝 胶 颗 粒 密度 ; 

© 流动 相 速度 ; 

O 凝 胶 颗 粒 大 小 。 

很 明显 凝 胶 颗 粒 的 密度 越 大 ， 保 持 合适 的 
膨胀 状态 所 需 的 向 上 的 流速 越 大 ， 交 联 琼脂 糖 
这 样 的 介质 只 能 在 较 低 的 流速 下 使 用 ， 人 允许 更 
高 流速 的 密度 较 大 的 介质 颗粒 ， 如 多 孔 玻 璃 珠 
和 含有 全 氟 聚 合 物 的 介质 颗粒 已 经 发 展 起 来 。 
另外 .现在 还 出 现 了 合成 的 介质 颗粒 ， 它 包含 

-个 致密 核心 (如 石英 或 多 种 金属 )， 其 外 层 
被 琼脂 糖 包 被 。 研 究 证 明 密 度 为 1. 1 一 1.3g/ 
ml 的 介质 最 适合 于 膨胀 床 模式 ， 在 介质 颗粒 
上 偶 联 一 种 合适 的 配 基 ， 膨 胀 床 层 析 可 以 用 于 
离子 交换 、 朴 水 层 析 或 亲 和 层 析 等 纯化 方式 。 

使 用 直径 大 小 在 合适 内 的 介质 颗粒 也 
是 形成 稳定 的 膨胀 床 的 一 个 中 心 环节 ， 典 型 的 
颗粒 直径 约 为 100 一 300km。 当 其 他 参数 Cfr 
质 颗粒 密度 和 流速 ) 不 变 时 ， 颗 粒 膨胀 会 导致 
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直径 最 大 的 介质 颗粒 留 在 柱 底 ， 而 较 小 的 颗粒 则 位 于 接近 柱子 顶部 的 地 方 [图 3. 29 (c)]， 
当 到 达 平 衡 点 时 ， 这 种 分 配 能 保证 介质 颗粒 不 在 柱 内 垂直 移动 (在 任何 程度 上 )， 很 显然 这 
在 层 析 时 是 非常 重要 的 〈 传 统 的 填充 柱 体系 中 ， 介 质 颗粒 在 直径 上 也 是 有 一 定 差别 的 ， 但 是 
这 种 情况 下 颗粒 填充 得 非常 紧密 ， 无 论 如 何 没 有 垂直 移动 的 空间 ) 。 

膨胀 床 层 析 所 需要 的 设备 与 填充 柱 非常 相似 。 柱 子 设计 时 被 修饰 得 非常 光滑 ， 以 保证 样 
品 在 流 经 介质 颗粒 表面 全 部 的 交 联 部 分 时 可 以 实现 连续 分 布 。 为 了 方便 柱 床 膨胀 ， 柱 项 部 的 
配 接 器 必须 是 可 以 移动 的 。 

膨胀 床 层 析 的 操作 非常 简单 ， 最 初 的 平衡 缓冲 液 〈 也 形成 稳定 的 膨胀 床 ) 流 过 柱子 ， 带 
有 微小 颗粒 的 样品 上 样 ， 像 平常 一 样 发 生 选 择 性 吸附 ， 随 后 是 冲洗 步骤 ， 这 一 操作 将 会 除去 
样品 中 不 结合 的 部 分 ， 包 括 其 中 所 带 的 颗粒 组 分 。 洗 脱 可 以 以 膨胀 床 的 方式 进行 ， 但 是 ， 常 
常 是 在 使 用 洗 脱 缓冲 液 之 前 就 使 介质 颗粒 沉淀 下 来 〈 即 柱子 就 转换 成 填充 柱 模式 )， 柱 体积 
变 小 从 而 促进 了 蛋白 质 的 洗 脱 。 越 来 越 多 的 文献 报道 了 成 功利 用 膨胀 床 进行 柱 层 析 的 实例 ， 
然而 在 实验 室 和 工业 生产 上 ， 这 项 技术 还 有 待 广泛 应 用 。 


3.5.10 MRH 
膜 层 析 是 一 种 替代 传统 填充 柱 方法 的 层 析 技 术 ， 这 一 点 和 膨胀 床 层 析 很 相似 。 膜 层 析 


中 ， 捕 获 配 基 偶 联 到 微 孔 滤 膜 的 孔 内 壁 上 〈 图 3. 30)， 捕 获 配 基 可 以 针对 特定 蛋白 的 电荷 、 
朴 水 性 或 生物 特异 性 ， 可 以 进行 离子 交换 、 政 水 层 析 或 亲 和 层 析 CR 3. 10) 。 


Coho) 


e 


图 3.30 介质 珠 粒 吸附 层 析 与 膜 固定 相 层 析 
(a) 图 示 层 析 介质 珠 粒 的 模 切 面 。 直 向 的 迁移 流 带动 流动 相 中 的 溶质 〈 如 蛋白 质 )》 与 介质 粒 表面 接 
触 ， 但 进入 内 部 需要 借助 扩散 ;(b) 图 示 层 析 膜 的 模 切 面 ， 迁 移 流 带动 溶质 与 捕获 配 基 接触 


表 3.10 纯化 方案 中 至 少 采 用 了 一 步 腊 层 析 的 一 些 典型 的 蛋白 质 


牛 血清 白 蛋白 离子 交换 剂 

BOE TL EE v 离子 交换 剂 

a- 胰 凝 乳 蛋 白 酶 原 离子 交换 剂 

溶菌 酶 离子 交换 剂 

白细胞 介 素 -1 离子 交换 剂 

牛 血 清白 蛋白 AKERE 

LIE 疏水 性 配 基 

肿瘤 坏死 因子 疏水 性 配 基 

大 豆 胰 酶 抑制 剂 BER 

牛 血清 白 蛋白 抗 BSA 抗体 (免疫 亲 和 ) 
人 IgG A 蛋白 ( 亲 和 ) 

白细胞 介 素 -2 抗 IL-2 抗体 (免疫 亲 和 ) 
牛 过 氧化 氢 酶 FER F3GA( 染 料 亲 和 ) 


细胞 色素 < IDA-Cu** (金属 亲 和 ) 
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与 传统 体系 相 比 ， 膜 层 析 的 最 大 好 处 是 提高 了 处 理 速度 。 在 多 孔 介质 颗粒 存在 的 情况 
下 ,蛋白质 通 过 直接 的 迁移 流动 与 颗粒 表面 接触 ， 但 是 ， 蛋 白质 分 子 必须 通过 低速 的 扩散 过 
程 才能 经 过 偶 联 有 大 多 数 捕获 配 基 的 颗粒 小 孔 〈 图 3. 30) ， 实 际 操作 中 这 种 扩散 限制 为 柱 层 
析 使 用 的 合适 的 流速 设置 了 上 限 。 而 在 膜 层 析 中 ， 带 有 目标 蛋白 的 流动 相 仅 通 过 迁移 流 与 捕 
获 配 基 相 接触 ， 这 就 允许 操作 系统 使 用 较 大 的 流速 〈 一 般 比 柱 层 析 的 速度 大 10 倍 以 上 )， 提 
高 处 理 速度 可 以 有 力 地 缩短 生产 周期 等 ， 以 避免 目标 蛋白 可 能 与 特殊 有 害 的 物质 如 蛋白 散发 
生 接触 ， 还 可 以 使 一 些 特定 的 不 稳定 性 蛋白 质 的 活性 丧失 程度 降 到 最 低 。 在 工业 生产 阶段 
提高 处 理 速度 将 会 节省 时 间 ， 从 而 降低 成 本 。 

层 析 用 膜 可 以 用 多 种 不 同 的 材料 制造 ， 其 中 包括 纤维 素 、 改 良 纤 维 素 、 聚 乙烯 、 尼 
龙 以 及 丙烯 酸 合成 物 等 。 这 种 膜 可 以 设计 成 各 种 形式 ， 主 要 是 平板 、 径 向 流动 或 中 空 纤 
维系 统 。 


3.5. 11 重组 蛋白 的 纯化 


利用 DNA 重组 技术 生产 的 蛋白 质 与 非 重 组 蛋白 的 纯化 方法 一 般 来 说 是 一 致 的 ， 实 际 上 
由 于 目标 蛋白 可 以 达到 高 水 平 的 表达 ， 重 组 蛋白 的 纯化 可 以 更 为 简便 ， 高 表达 可 以 提高 目标 
蛋白 相对 于 杂质 的 收 率 ， 去 掉 或 减少 起 始 浓缩 步骤 。 如 果 重 组 蛋白 表现 出 宿主 天 然 蛋白 所 不 
具备 的 明确 的 理化 性 质 ， 纯 化 也 会 变 得 简单 ， 这 已 经 通过 在 哮 常 温 生 物 ， 如 E. coli 中 重组 
表达 热 稳定 性 非常 高 的 蛋白 质 〈 超 级 哮 热 蛋白 的 衍生 物 ， 见 第 10 章 ) 得 到 证 明 ， 将 粗 提 物 
在 70~80C 加 热 几 分 钟 ， 将 会 导致 E. coli 内 天 然 蛋 白质 的 降解 和 沉淀 ， 通 过 离心 除去 沉淀 
后 ,溶液 中 剩余 的 是 高 纯度 的 重组 蛋白 。 

重组 蛋白 的 两 个 特征 ， 形 成 包含 体 和 带 有 纯化 标签 ， 可 以 显著 影响 随后 所 使 用 的 纯化 方 
法 。 包 含 体 的 形成 、 溶 解 和 复 性 过 程 已 经 在 第 2 章 中 讲述 过 了 ， 读 者 可 以 在 那儿 查阅 。 一 旦 
重组 蛋白 重 折合 其 余 的 纯化 〈 如 果 需 要 ) 按 常 规程 序 进行 。 

遗传 工程 技术 也 促成 了 在 目标 蛋白 上 连接 一 个 特定 的 小 肽 或 蛋白 标签 ， 所 选择 的 标签 赋 
予 了 融合 蛋白 一 些 明 确 的 有 利于 随后 纯化 的 理化 性 质 。 一 般 在 编码 目标 蛋白 遗传 信息 的 序列 
后 面 融 合 一 段 编码 标签 的 DNA 序列 就 可 以 得 到 融合 蛋白 ， 标 签 使 得 融合 蛋白 可 以 利用 离子 
交换 、 朴 水 层 析 或 亲 和 层 析 等 技术 快速 简便 地 得 到 纯化 ， 已 经 设计 出 这 样 的 标签 并 获得 成 功 
应 用 。 

在 蛋白 质 C 端 加 入 多 聚 精 氨 酸 (或 多 聚 赖 氨 酸 ) ， 可 使 其 带 上 强 的 正 电 荷 ， 从 而 很 
容易 用 阳离子 交换 层 析 进 行 纯化 ， 这 种 方法 已 经 在 纯化 许多 干扰 索 和 屎 抑 骨 素 中 得 到 
应 用 。 带 有 多 个 疏水 性 氨基 酸 的 标签 可 以 赋 子 融合 蛋白 很 强 的 朴 水 性 ， 可 以 利用 疏 水 
层 析 得 到 有 效 的 纯化 。 带 有 多 聚 组 氨 酸 的 纯化 标签 的 蛋白 质 可 以 用 金属 整合 层 析 进 行 
纯化 。 

使 蛋白 质 能 够 利用 亲 和 层 析 进 行 纯化 的 标签 已 经 发 展 起 来 ， 编 码 A 蛋白 的 基因 序 
列 可 以 与 目标 蛋白 的 基因 或 cDNA 序列 融合 ， 得 到 的 融合 蛋白 可 以 利用 带 有 同 定 化 lgG 
的 层 析 柱 进行 纯化 。 如 果 抗 体 可 以 和 亲 和 标 签 反应 ， 就 可 利用 免疫 亲 和 层 析 进 行 纯化 ， 
一 种 名 为 Flag 的 合成 肽 已 经 发 展 成 为 特定 的 亲 和 层 析 标 签 ， 它 上 面 带 有 肠 激酶 的 识别 
位 点 ， 特 异性 识别 Flag 的 单 克隆 抗体 也 已 经 制备 ， 其 中 的 一 种 已 经 鉴定 ， 它 被 固定 到 
层 析 介质 上 ， 在 特定 的 条 件 下 可 以 允许 Flag- 蛋 白质 的 解 离 。 多 种 酶 也 可 以 被 用 做 纯化 
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标签 ， 使 用 8- 半 乳糖 苷 酶 尤其 普遍 ， 因 为 这 种 亲 和 层 析 系 统制 备 容易 ， 从 而 使 纯化 较 
为 便利 。 

融合 蛋白 纯化 以 后 通常 要 去 掉 标签 ， 如 果 和 蛋白 质 是 用 于 治疗 ， 由 于 标签 本 身 是 一 种 免疫 
原 ， 这 一 步 就 尤其 关键 。 通 常 使 用 化 学 裂解 或 酶 作用 去 掉 标签 ， 这 通过 在 标签 序列 中 设计 特 
异性 的 蛋白 酶 或 化 学 试剂 的 裂解 位 点 来 实现 ， 裂 解 位 点 位 于 目标 蛋白 和 标签 的 融合 处 。 经 常 
用 于 去 掉 标 签 的 序列 特异 性 的 蛋白 酶 包括 内 肽 酶 如 胰 蛋 白 酶 、Xa 因子 和 肠 激酶 ， 外 肽 酶 如 
羧 肽 酶 A 有 时 也 会 使 用 ， 一 般 来 说 断裂 蛋白 质 内 源 性 肽 键 的 内 肽 酶 经 常用 于 去 掉 较 长 的 标 
签 ， 而 外 肽 酶 多 用 于 去 掉 短 的 标签 ， 以 羧 肽 酶 A 为 例 ， 它 从 蛋白 质 的 C 端 逐个 去 掉 氨 基 酸 
残 基 直 到 过 到 Lys, Arg 或 Pro 残 基 为 止 。 化 学 断裂 特异 性 的 肽 键 需要 使 用 如 溴 化 氰 或 产 胺 
这 样 的 化 学 试剂 。 

尽管 用 一 些 方法 可 以 去 掉 标 签 ， 大 多 数 这 样 的 方法 都 存在 一 些 固有 的 缺点 ， 任 何 一 种 方 
法 的 必要 的 先决 条 件 就 是 在 断裂 去 掉 标签 后 仍 是 完整 无 缺 的 ， 因 此 目标 蛋白 不 能 含有 任何 对 
所 选择 的 特异 性 方法 敏感 的 暴露 〈 表 面 ) 肽 键 。 以 化 学 方法 为 例 ， 它 必须 在 较为 苛刻 的 条 件 
下 进行 ， 经 常 需要 高 温 或 极端 的 pH 值 ， 这 样 的 条 件 能 够 对 蛋白 质 的 正常 功能 造成 负面 影 
响 。 蛋 白 酶 解 去 掉 标 签 经 常 不 能 达到 百分之百 的 效率 。 选 择 性 地 断裂 标签 后 ， 随 之 而 来 的 就 
是 标签 和 目标 蛋白 的 分 离 ， 这 也 许 需 要 另外 的 层 析 步 骤 。 


3.6 ”蛋白质 的 失 活 和 稳定 性 


很 多 种 影响 因素 都 可 以 导致 蛋白 质 生物 活性 的 丧失 ， 这 些 影 响 因素 可 以 是 自然 界 中 化 学 
的 、 物 理 的 或 者 生物 的 因素 ， 可 以 通过 沉淀 、 共 价 修饰 或 部 分 降解 等 方法 破坏 其 生物 活性 
CR 3. 11) 。 换 名 话说， 任何 改变 蛋白 质 天 然 结 构 的 影响 因素 都 将 可 能 影响 到 其 生物 学 活性 
〈 绝 大 多 数 情况 蛋白 质 的 活性 将 会 降低 或 丧失 ) 。 


RIM 可 导致 蛋白 质 失 活 的 多 种 化 学 、 生 物 和 物理 因素 


多 通过 干扰 稳定 蛋白 质 结构 的 共 价 / 非 共 价 键 ,从 而 导致 性 白质 
变性 ,一 些 试剂 (如 氧化 剂 ) 通 过 修饰 蛋白 质 中 维持 生物 活性 的 必 
需 氨基 酸 使 其 失 活 
蛋白 水 解 酶 . 糖 酶 ( 糖 蛋 均 通 过 水 解 共 价 键 实现 诱导 蛋白 质 失 活 。 微生物 污染 (如 污染 
AMERRE AM) ,污染 | 蛋白 质 储存 液 ) 通 过 产生 降解 酶 类 导致 失 活 
的 微生物 

极端 的 温度 或 pH OA LU 
Est Sig 


生物 活性 的 丧失 可 能 发 生 在 从 原材料 中 提取 蛋白质 的 过 程 中 ， 蛋 白质 纯化 步骤 中 或 纯化 
后 ， 在 蛋白 质 储 存 过 程 中 。 对 于 任何 一 种 特定 的 失 活 因素 ， 蛋 白质 之 间 敏 感性 的 差别 是 非常 
大 的 ， 它 们 在 特定 环境 中 的 相对 稳定 性 或 不 稳定 性 最 终 依赖 于 它们 的 结构 。 

尽管 有 例外 存在 ， 作 为 一 个 基本 的 原则 ， 胞 外 蛋白 在 本 质 上 倾向 于 比 胞 内 蛋白 稳定 得 
多 ， 胞 外 蛋白 已 经 进化 为 在 很 大 程度 上 难以 控制 的 胞 外 环境 中 发 挥 作用 ， 另 一 方面 ， 胞 内 蛋 
白 多 在 可 调节 的 环境 下 行使 功能 : 

CD 细胞 内 pH 值 一 般 保持 在 很 窄 的 范围 内 〈 一 般 为 PH6 一 7)。 


2361 AT OLE NON. 
氧化 剂 .重金属 


生物 因素 


物理 因素 大 多 数 通 过 导致 变性 使 蛋白 质 失 活 
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Q 细胞 膜 能 调节 物质 进入 细胞 ， 以 及 细胞 内 分 区 〈 真 核 细 胞 ) 也 能 帮助 不 相 容 的 生物 
分 子 间 的 隔离 ， 例 如 溶 酶 体内 有 包括 蛋白 酶 在 内 的 多 种 水 解 酶 类 ， 而 植物 细胞 的 液 泡 中 发 现 
有 很 多 可 以 导致 蛋白 质变 性 或 具有 修饰 作用 的 化 学 物质 。 

图 细胞 内 是 一 个 不 变 的 还 原 性 环境 ， 可 以 防止 氧 敏感 性 蛋白 质 的 失 活 。 

图 细胞 内 的 蛋白 质 浓度 一 般 较 高 (400mg/ml 以 上 )， 蛋 白质 处 于 浓缩 状态 一 般 更 加 
稳定 。 

© 细胞 内 发 现 有 很 多 化 学 代谢 物 ， 可 以 特异 性 或 非特 异性 地 稳定 蛋白 质 。 

通过 细胞 匀 浆 释放 胞 内 蛋白 ， 会 使 上 面 许多 条 件 逆转 ， 因 此 ， 如 果 处 理 胞 内 蛋白 ， 应 特 
别 注 意 最 大 程度 地 提高 和 保持 蛋白 质 的 稳定 性 。 


3.6.1 化 学 失 活 


很 多 种 类 的 化 学 物质 可 以 使 蛋白 质 失 活 ， 去 垢 剂 如 Triton 和 SDS, RRA i RK A ih M 
(图 3. 31)， 以 及 多 种 有 机 溶剂 可 以 通过 干扰 稳定 蛋白 质 天 然 结构 的 非 共 价 键 来 导致 蛋白 质变 性 。 
去 垢 剂 和 有 机 溶剂 作用 于 氧 键 ， 重 金属 可 以 促进 蛋白 质 修饰 从 而 使 生物 活性 丧失 。 金 属 离子 可 以 
选择 性 地 直接 与 氨基 酸 残 基 结 合 或 促进 其 他 物质 与 氨基 酸 残 基 的 反应 ， 例 如 多 种 重金 属 能 够 直接 
与 半 胱 氨 酸 的 琶 基 形 成 复合 物 ， 或 者 促进 这 些 殖 基 基 团 发 生 由 氧 介 导 的 氧化 反应 。 


CH, 


o 
| 1 

(CH 一 C 一 cH。 c Joten: ch 一 oj Nat -0 $ ofen} er 
o 


CH, 


Triton SDS 
CI 
o "NH, 
| 人 
H,N—C— NH; NH,—C— NH, 
RA 盐酸 肌 


图 3.31 Triton, SDS, RR MRM MND FH 


化 学 物质 介 导 的 蛋白 质 失 活 一 般 与 浓度 和 接触 时 间 有 关 ， 首 先 保证 蛋白 质 溶液 中 不 存在 
这 些 物质 就 可 以 很 明显 避免 由 此 导致 的 蛋白 质 失 活 ， 然 而 ， 有 时 候 这 些 物质 是 有 意 加 入 蛋白 
质 中 的 〈 以 实现 包含 体 的 溶解 或 溶剂 介 导 的 蛋白 质 沉淀 )， 随 后 应 除去 这 些 物质 。 低 温 下 
(非常 接近 OCR OCHF) 利用 有 机 溶剂 使 蛋白 质 沉淀 不 会 导致 蛋白 质变 性 ， 然 而 高 温 下 蛋 
白质 会 发 生 折 玲 或 呼吸 ， 从 而 允许 有 机 溶剂 进入 蛋白 质 结构 内 部 ， 通 过 和 朴 水 性 氨基 酸 残 基 
反应 ， 有 机 溶剂 破坏 分 子 内 的 疏水 作用 ， 从 而 促进 蛋白 质变 性 。 

去 垢 剂 一 般 不 会 有 意 加 入 蛋白 质 溶液 中 除非 在 特殊 的 环境 下 ， 如 纯化 高 玖 水 性 蛋白 质 )， 
如 果 使 用 的 纯化 装置 在 预 清洗 步 又 之 后 没有 用 水 进行 有 效 的 清洗 ,去 垢 剂 分 子 就 会 污染 蛋白 
质 。 重 金属 也 很 少 直接 加 入 蛋白 质 溶液 中 (除非 进行 抑制 实验 )。 然 而 ， 有 时 候 重金 属 吕 以 从 
处 理 设备 流 人 到 和 蛋白质 溶 渡 中 ， 或 者 是 加 到 蛋白 质 溶液 中 的 化 学 物质 (如 缓冲 液 组 分 、 盐 等 ) 
的 痕 量 污染 物 ， 因 此 用 做 这 些 目的 的 化 学 试剂 应 该 是 能 够 获得 的 最 高 纯度 等 级 的 试剂 。 

多 种 氨基 酸 的 侧 链 都 对 由 分 子 氧 或 多 种 其 他 的 氧化 剂 如 过 氧化 物 ) 介 导 的 氧化 作用 敏 
感 ， 甲 硫 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 侧 链 上 的 硫 原 子 对 氧化 作用 尤其 敏感 ， 金 属 离子 可 以 加 快 这 个 过 
程 。 通 常 细胞 内 的 蛋白 质 更 易于 通过 氧化 而 失 活 ， 甲 硫 氨 酸 被 氧化 会 产生 一 个 硫 氧 化 物 或 者 
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一 种 砚 的 衍生 物 (图 3. 320 ， 半 胱 氨 酸 的 氧化 将 会 导致 二 硫 键 的 产生 ， 但 是 在 更 强 的 氧化 物 
质 存在 的 条 件 下 会 产生 磺 基 丙 氨 酸 〈 图 3. 32)。 在 一 些 情况 下 甲 硫 氨 酸 或 半 胱 氨 酸 的 氧化 对 
蛋白 质 的 生物 活性 没有 什么 影响 ， 然 而 如 果 这 个 残 基 扮 演 一 个 中 心 的 角色 (结构 上 或 功能 上 
的 )， 其 氧化 将 会 导致 蛋白 质 活性 的 彻底 丧失 。 蛋 白质 的 氧化 如 果 是 一 个 难题 ， 可 以 通过 向 
蛋白 质 溶液 中 加 入 选择 性 的 还 原 剂 将 其 作用 减 到 最 小 ， 最 经 常 使 用 的 还 原 剂 包括 二 硫 苏 糖 
Bn BRCM, AR C 和 游离 半 胱 氨 酸 等 图 3.33). 

| | I 
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Hi3.32 PRAE (a) 和 半 胱 氨 酸 b) 侧 链 的 氧化 
氧化 作用 可 以 通过 暴露 在 空气 中 或 更 强 的 氧化 剂 〈《 如 过 氧化 物 、 超 氧化 物 、 羟 基 ) 中 而 发 生 ， 
细节 查阅 原文 ， 经 同意 从 Walsh G (1998), Biopharmaceuticals, Biochemistry 
and Biotechnology, John Wiley & Sons Ltd, Chichester, UK 复制 
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图 3.33 维持 蛋白 质 还 原状 态 常用 的 / 可 以 使 用 的 还 原 剂 


92 | 蛋白 质 生物 化 学 与 生物 技术 


3.6.2 生物 或 物理 因素 导致 的 失 活 


到 目前 为 止 ， 导致 蛋白 质 失 活 的 最 重要 的 生物 因素 就 是 蛋白 水 解 酶 蛋白酶， 第 11 
章 )， 不同 的 蛋白 酶 对 于 它们 要 水 解 的 特定 的 肽 键 表 现 出 不 同 的 特异 性 。 如 果 敏感 的 肽 键 位 
于 蛋白 质 表 面 ， 其 水 解 作用 更 容易 发 生 ， 这 个 过 程 经 常会 导致 蛋白 质 失 活 (有 些 情况 下 部 分 
水 解 影响 不 大 ， 甚 至 对 蛋白 质 活性 有 激活 性 的 影响 )。 大 多 数 对 蛋白 水 解 酶 有 抗 性 的 蛋白 质 
在 变性 后 开始 对 其 敏感 〈 蛋 白质 伸展 导致 敏感 性 肽 键 暴露 ) 。 一 般 细 胞 内 的 酶 类 对 于 蛋白 酶 
的 降解 作用 可 能 最 敏感 。 

尽 可 能 快 地 进行 蛋白 质 纯化 的 最 初步 骤 可 以 使 蛋白 质 水 解 降 到 最 低 〈 从 而 快速 从 目标 蛋 
白 中 将 蛋白 酶 分 离 出 去 )， 也 可 以 通过 保持 低 的 处 理 温度 〈 温 度 越 低 ， 蛋 白水 解 酶 的 活性 越 
低 )， 或 者 在 处 理 缓冲 液 中 加 入 一 种 或 多 种 蛋白 酶 抑制 剂 ( 见 第 11 章 ) 来 实现 。 

术 酶 和 磷酸 酶 有 时 也 会 影响 糖 蛋白 或 磅 酸 蛋 白 的 生物 活性 ， 尽 管 这 个 问题 并 不 像 蛋 白水 
解 酶 导致 的 失 活 那么 普遍 ， 调 节 或 去 除 糖 蛋 白 中 的 糖 成 分 可 以 影响 其 溶解 性 ， 有 时 会 影响 其 
生物 活性 〈 见 第 1 章 )， 大 量 的 去 糖 基 化 如 果 使 敏感 肽 键 暴 露 ， 也 可 以 潜在 地 导致 蛋白 质 更 
容易 水 解 。 磷 酸 蛋白 质 的 去 磷酸 化 可 以 潜在 地 严重 影响 到 其 生物 活性 ， 这 是 因为 磷酸 化 状态 
可 以 直接 影响 到 这 些 蛋 白质 的 活性 。 正 如 蛋白 酶 的 情况 一 样 ， 可 以 通过 快速 处 理 ， 保 持 低温 
和 使 用 抑制 剂 将 不 需要 的 糖 酶 和 磷酸 酶 的 活性 降 到 最 低 。 

剧烈 的 搅拌 是 最 普遍 的 一 种 导致 蛋白 质 活性 丧失 的 物理 因素 ,搅拌 经 常会 导致 气相 C 
常 为 空气 进入 蛋白 质 溶液 中 ， 气 泡 的 存在 能 明显 地 大 幅度 提高 整个 液 - 气 接触 面积 ， 和 蛋白 
质 倾向 于 沿 着 这 样 的 接触 面 排列 ， 而 这 个 过 程 经 常会 导致 其 部 分 或 完全 的 变性 〈 见 第 13 
章 ) 。 搅 动 通常 是 细胞 破碎 的 一 个 要 素 ， 但 是 实际 上 在 蛋白 质 纯化 的 过 程 中 也 会 有 搅动 如 
沉淀 过 程 中 剧烈 搅动 或 大 规模 蛋白 质 纯化 方案 里 的 机 械 泵 操作 )。 

极端 的 温度 和 pH 也 可 以 导致 蛋白 质 失 活 ， 它 们 一 般 通过 促进 蛋白 质变 性 来 达到 这 一 目 
的 “极端 ”一 词 是 相对 于 通常 能 使 蛋白 质 最 稳定 或 接近 最 稳定 的 “正常 ”条 件 而 言 。 例 如 ， 
80'C 对 于 动物 蛋白 而 言 是 极端 的 但 是 却 非常 接近 大 多 数 超 哮 热 性 蛋白 质 的 最 佳 操作 温度 
( 见 第 1 章 和 第 10 章 )。 极 端的 pH 能 够 促进 蛋白 质 的 解 折 释 ， 这 将 会 影响 到 侧 链 上 的 〈 可 
离子 化 ) 氨基 酸 残 基 的 离子 化 状态 ， 从 而 顺 次 影响 到 离子 吸引 力 和 排斥 力 的 范围 和 分 布 ， 耐 
离子 间 的 吸引 力 和 排斥 力 对 大 多 数 蛋白 质 天 然 结构 的 稳定 具有 重要 的 作用 。 在 蛋白 质 的 提 
取 、 纯 化 和 储存 的 全 部 过 程 中 将 其 置 于 合适 的 缓冲 液 中 可 以 避免 蛋白 质 暴露 在 极端 的 PH 
中 ， 用 于 这 个 日 的 的 缓冲 液 列 于 表 3. 12 中 。 极 端的 pH 也 可 以 通过 促进 共 价 修饰 来 诱导 蛋 
白质 的 不 稳定 ， 如 Asn 和 Gln 残 基 的 氨基 在 极端 pH CR TO. 易于 发 生变 化 ， 在 这 样 的 
条 件 下 经 常会 脱 去 酰 氨基 (图 3. 34)。 

高 的 温度 可 能 通过 干扰 稳定 蛋白 质 结构 的 非 共 价 键 促进 蛋白 质 的 去 折 香 ， 将 蛋白 质 洲 液 放 
在 冰 上 等 方法 可 以 使 温度 保持 较 低 的 水 平 。 尽 管 蛋白 质 溶液 处 于 低温 时 有 利于 稳定 ， 但 是 低温 
操作 会 延缓 纯化 过 程 〈 例 如 ， 如 果 蛋 白质 处 于 黏稠 的 缓冲 液 中 ， 低 温 会 降低 通过 层 析 柱 时 的 流 
速 )， 这 将 是 有 害 的 ， 例 如 ， 会 延长 蛋白 质 暴露 在 任何 所 存在 的 潜在 变性 因素 中 的 时 间 。 

冷冻 和 随后 的 解冻 对 于 大 多 数 蛋白 质 是 无 害 的 ， 但 仍 会 使 一 些 蛋白 质 失 活 ， 失 活 一 般 与 
蛋白 质 溶液 中 确切 的 溶剂 组 分 有 关 ， 就 像 后 面 所 描述 的 ， 冷 冻 能 有 效 地 浓缩 水 溶液 中 所 有 的 
溶剂 组 分 ， 如 果 任 何 “ 污 染 的 ”溶剂 为 潜在 的 变性 剂 ， 这 种 浓缩 作用 将 会 导致 蛋白 质 失 活 。 


第 3 章 ”蛋白质 的 纯化 与 鉴定 | 93 


表 3. 12 维持 蛋白 质 溶液 预定 PH 值 常用 的 缓冲 液 ” 


1.0—2.2 
2.2—3.6 
3.0—6.2 
3.7 一 5.6 
5.4—8.4 
5.8—8.0 
7.1—8.9 
7.2—8.2 
8.6—10.6 
9.7—10.9 
12.0—13.0 


Clark 和 Lubs 
甘氨酸 -盐酸 
Hime 
乙酸 钠 -乙酸 
Tris-Maleate®-NaOH 
Naz HPO,-NaH PO, 
Tris-HCI 
HEPES-NaOH 
甘氨酸 - 氧 氧化 钠 
碳酸 盐 
氧 氧 化 物 -氧化 物 

QD 缓冲 液 就 是 加 入 少量 酸 或 碱 不 改变 其 pH MHA. ABM (HHE) RHR RMR CH 受 体 ) 构 
成 。 正 如 下 面 指出 的 一 样 ， 任 何 缓冲 液 都 只 能 在 特定 的 PH 范围 内 保持 其 缓冲 力 ， 精 确 的 缓冲 液 组 成 参见 


Data for Biochemical Research, Oxford Science Publications, 1986, 


Q 表示 马 来 酸 。 
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a 
图 3.34 天 冬 氢 酸 和 谷 氨 酸 残 基 去 酰胺 化 一 一 分 别 产生 天 冬 所 酸 和 谷 氢 酸 
从 Walsh G (1998), Biopharmaceuticals, Biochemistry and Biotechnology. (John 


Wiley & Sons, Ltd, Chichester, UK) 复制 


另外 ， 由 于 冷冻 过 程 中 温度 持续 降低 ， 一 些 溶剂 组 分 将 会 选择 性 地 从 溶液 中 结晶 析出 ， 这 可 
能 是 有 害 的， 例如 ， 一 种 缓冲 液 组 分 优先 结晶 ， 将 会 使 包含 有 蛋白质 的 剩余 未 结晶 溶液 的 


pH 值 大 幅度 浮动 。 


3.6.3 稳定 蛋白 质 的 方法 


有 些 蛋 白质 在 提取 、 纯 化 或 者 储存 过 程 中 不 需要 采取 特别 的 稳定 步骤 ， 然 而 ， 为 了 最 大 
程度 地 保证 蛋白 质 的 稳定 ， 可 以 采用 许多 常规 的 步骤 ， 这 一 般 包 括 : 

O 保证 蛋白 质 一 直 处 于 pH 值 能 保证 其 最 高 稳定 性 的 缓冲 液 中 ; 

O 保证 提取 和 处 理 温度 是 可 控制 的 ， 由 此 蛋白 质 不 会 暴露 在 高 的 温度 下 ， 

O 尽 可 能 缩短 处 理 时 间 ， 以 确保 蛋白 质 与 任何 变性 因素 的 接触 时 间 降 到 最 低 ; 
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D 避免 诸如 剧烈 搅拌 或 加 入 已 知 的 可 促进 目标 蛋白 变性 的 化 学 物质 等 操作 ; 

© 所 有 的 处 理 缓冲 液 中 包含 能 够 中 和 或 失 活 目标 蛋白 灭 活 剂 的 物质 (如 对 于 蛋白 酶 敏 
感 的 蛋白 质 加 入 蛋白 酶 抑制 剂 ， 对 于 氧 敏 感 的 蛋白 质 加 入 还 原 剂 ); 

© 所 有 的 提取 和 处 理 缓冲 液 中 包含 目标 蛋白 〈 如 果 已 知 ) 的 稳定 剂 。 

蛋白 质 稳定 剂 可 以 分 为 两 种 类 型 : 特异 性 的 和 常规 的 。 顾 名 思 义 ， 特 异性 的 稳定 剂 通过 
和 靶 蛋 白 发 生生 物 特异 反应 而 发 挥 作用 ， 例 如 它 包括 许多 酶 的 底 物 (或 竞争 性 抑制 剂 )， 一 
些 情况 下 抗体 也 可 以 特异 性 地 结合 到 目标 蛋白 上 。 常 规 的 稳定 剂 以 非 生物 特异 性 的 方式 发 挥 
作用 ， 它 包括 甘油 、 多 种 糖 酶 、 聚 合 物 CIEL HS LEO. AER Cin Gly) 和 大 分 子 蛋 
白质 (如 牛 血清 白 蛋 白 ，bovine serum albumin, BSA). 

诸如 甘油 、 糖 和 聚 乙 二 醇 等 物质 经 常用 作 常 规 的 稳定 剂 ， 尤 其 是 用 于 来 源 于 细胞 内 的 蛋 
白质 。 这 些 物质 可 能 通过 降低 水 的 活性 来 实现 它们 预期 的 作用 。 大 多 数 完整 细胞 内 的 水 不 能 
自由 流动 ， 而 是 或 紧密 或 松散 地 与 蛋白 质 或 其 他 细胞 分 子 结合 在 一 起 〈 即 “自由 水 ”活性 
低 )， 勾 浆 细胞 (每 单位 质量 的 细胞 经 常 使 用 数 倍 体积 的 缓冲 液 ) 使 细胞 内 的 蛋白 质 释 放 到 
-种 稀释 溶液 中 ， 从 而 自由 水 的 水 平 表 现 出 大 幅度 提高 。 甘 油 、 糖 和 多 种 聚合 物 通过 和 大 多 
数 的 水 以 氨 键 连接 ， 能 够 降低 自由 水 的 水 平 ， 这 是 非常 接近 于 正常 细胞 内 条 件 的 模拟 状态 
处 于 这 种 条 件 下 的 蛋白 质 通常 更 为 稳定 。 

多 种 氨基 酸 也 可 以 用 来 稳定 一 些 溶液 中 的 蛋白 质 ， 最 经 常 使 用 的 是 Gly， 甚 至 发 现 Ala、 
Lys, Thr 也 有 这 方面 的 作用 。 氨 基 酸 稳定 蛋白 质 的 分 子 机 制 还 没有 完全 了 解 ， 直 接 和 一 些 
蛋白 质 相互 作用 也 许 是 其 中 的 一 个 因素 ， 但 是 通过 降低 容器 内 壁 的 吸附 也 许 也 可 以 有 效 地 稳 
定 蛋 白质 。 

有 些 蛋 白质 即便 在 高 浓度 下 是 稳定 的 ， 在 稀释 后 开始 变 得 非常 不 稳定 。 在 溶液 中 加 入 大 
分 子 蛋白 质 如 BSA 也 许 会 使 稀释 的 蛋白 质 稳定 下 来 ， 稳 定 的 机 制 可 能 是 通过 直接 和 蛋白 质 
相互 作用 ， 也 可 能 是 通过 提供 任何 存在 的 灭 活 剂 的 替代 性 靶 标 ， 以 及 通过 降低 容器 表面 对 目 
标 蛋 白 的 吸附 作用 。 加 入 的 任何 稳定 剂 必 须 对 蛋白 质 随后 的 纯化 步骤 没有 干扰 。 

- 且 纯 化 到 一 个 可 接受 的 水 平 ， 大 多 数 的 蛋白 质 在 用 于 其 预期 的 理论 或 应 用 研究 目的 之 
前 都 会 储存 一 段 时 期 ， 蛋 白质 在 储存 时 其 稳定 性 变化 是 非常 大 的 ， 它 依赖 于 ，a 蛋白 质 本 
身 的 稳定 性 ;，b. 所 选择 的 储存 条 件 ， 储 存 条 件 的 优化 永远 是 一 个 不 断 实验 和 犯错 误 的 过 程 ， 
但 是 一 般 会 考虑 到 以 下 几 点 : 

QD 蛋白 质 必须 储存 保持 其 最 大 稳定 性 的 温度 和 pH 值 条 件 下 ， 许 多 蛋白 质 在 室温 
下 就 可 以 保存 数 月 ， 其 他 蛋白 质 只 有 储存 在 4 或 冷冻 条 件 下 才 是 稳定 的 。 

Q 如 果 以 液体 的 形式 进行 保存 ， 必 须 考虑 加 入 稳定 剂 〈 如 前 所 述 )， 储 存 前 蛋白 质 溶液 
过 滤 除 菌 和 加 入 防腐 剂 也 应 该 较为 理想 。 

O 如 果 冷 冻 保存 ， 蛋 白质 溶液 应 该 快速 冷冻 ， 随 后 保存 在 一 20C ， 或 者 置 于 一 70C 更 好 。 

图 蛋白 质 如 果 以 干粉 形式 保存 会 更 稳定 。 


3.6.4 冷冻 干燥 


冷冻 干燥 法 简称“ 浆 干 ”) 是 直接 从 冷冻 状态 得 到 蛋白 质 干粉 或 其 他 材料 )， 这 需要 
首先 在 一 个 合适 的 、 未 加 塞 子 的 容器 中 冷冻 蛋白 质 溶液 ， 然 后 抽 真 空 和 升 高 温度 以 促进 冰 的 
升华 ， 冰 的 升华 在 压力 降低 时 会 发 生 ， 它 直接 以 水 蒸气 的 形式 析出 ， 容 器 在 冻 干 过 程 结束 后 
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可 以 密封 。 许 多 冻 干 的 蛋白 质 可 以 在 室温 下 长 时 期 保存 ， 而 生物 活性 很 少 或 不 发 生 丧 失 ， 然 
而 一 些 冻 干 蛋白 质 如 果 储 存在 这 样 的 条 件 下 将 会 表现 出 活性 的 严重 丧失 ， 因 此 它们 必须 在 低 
温 下 保存 。 冻 干 技术 的 优 缺 点 列 于 表 3. 13。 


表 3.13 冻 干 蛋白 质 的 优 缺 点 


冻 干 是 最 温和 的 干燥 蛋白 质 的 方法 。 | TURRET REENA 


冻 干 产物 很 轻 , 因 而 降低 了 运输 和 分 发 成 本 运行 费用 高 
冻 干 蛋白 质 使 用 前 可 以 迅速 重 构 ( 再 水 合 ) 冻 干 处 理 周期 长 (典型 的 是 3 一 5d) 
管理 当局 认可 冻 干 作为 注射 用 终 产 品 保存 技术 冻 干 有 时 会 使 一 些 蛋 白质 的 生物 活性 不 可 递 地 降低 


注 ; 一 些 要 点 与 工业 阶段 操作 背景 的 关联 更 密切 。 


很 多 商品 化 的 蛋白 质 ， 尤 其 是 一 些 价值 高 、 体 积 小 的 产品 如 疫苗 、 治 疗 用 酶 类 、 激 素 、 
抗体 和 诊断 试剂 等 ， 经 常 以 冻 干 粉剂 的 形式 进入 市 场 。 这 项 技术 在 实验 室 研究 阶段 也 是 常规 
技术 ， 冻 干 蛋白 质 的 平均 湿度 约 为 3%， 但 是 蛋白 质 产品 中 经 常 有 一 些 区 域 的 湿度 更 高 ， 导 
致 产品 不 均一 。 

冻 干 的 第 一 步 是 直接 将 蛋白 质 溶液 装 在 一 个 合适 的 容器 中 进行 冷冻 ， 一 般 为 玻璃 瓶 或 细 
颈 瓶 。 随 着 温度 降低 会 形成 冰晶 ， 这 种 晶体 仅 包含 纯 的 水 分 子 ， 随 着 冰晶 的 增加 ， 蛋 白质 的 
浓度 和 留 在 液 相 中 的 所 有 其 他 溶剂 的 浓度 都 会 稳步 增加 ， 任 何 溶质 如 盐 、 缓 冲 液 组 分 、 其 他 
的 化 学 添加 剂 或 产品 中 的 蛋白 酶 都 会 浓缩 很 多 倍 。 溶 质 的 浓度 越 大 ， 它 们 之 间 的 反应 速度 越 
高 ， 高 浓度 的 这 些 溶质 成 分 会 损伤 蛋白 质 并 由 此 可 能 使 其 失 活 ， 这 种 失 活 可 能 是 由 于 和 蛋白质 
的 化 学 或 生物 学 修饰 导致 的 ， 也 可 能 是 由 于 蛋白 质 聚 合 引起 的 。 

继续 冷冻 ， 一 些 浓缩 溶液 中 的 溶质 也 可 能 发 生 结晶 从 而 离开 溶液 ， 由 于 温度 仍然 继续 降 
低 ， 未 冻结 的 溶液 的 黏度 急剧 上 升 ， 开 始 变 为 越 来 越 像 橡胶 样 的 形状 ， 最 后 ， 未 冻结 溶液 会 
从 橡胶 样 的 连续 结构 变 为 玻璃 样 ， 发 生 这 种 转变 的 温度 被 称 为 玻璃 转变 温度 (transition 
temperature，T*) 。 这 种 玻璃 包含 所 有 未 结晶 的 溶质 分 子 ， 包 括 蛋白 质 和 所 有 未 结晶 水 分 
子 ， 这 些 水 分 子 与 溶质 分 子 结合 在 一 起 。 从 结构 上 来 说 ， 这 种 玻璃 并 不 是 固体 而 是 一 种 液 
体 ， 这 种 液体 的 流速 非常 低 ， 只 有 每 年 约 几 毫 米 。 任 何 材料 的 玻璃 包括 窗 玻璃 或 镜 玻璃 在 这 
一 点 上 是 一 样 的 。 然 而 从 机 械 上 来 说 这 种 玻璃 也 许可 以 认为 是 固体 。 在 含有 50% 以 上 水 的 
这 种 玻璃 中 ， 实 际 上 不 存在 任何 溶质 分 子 的 迁移 ， 化 学 迁移 和 由 此 产生 的 反应 性 在 玻璃 相 中 
全 部 停止 了 ， 因 此 ， 为 了 将 蛋白 质 失 活 程度 降 到 最 低 ， 从 冰晶 最 初 形成 开始 ， 应 该 尽 可 能 快 
地 将 温度 降 到 玻璃 转化 温度 以 下 。 

任何 特定 溶液 的 T, 值 依赖 于 它 的 组 成 ， 可 以 通过 差 示 扫描 量 热 法 实验 测定 。 测 定 过 程 包 
括 加 热 玻璃 样 产品 ， 随 后 用 温度 对 特定 热量 值 绘图 ， 在 玻璃 转换 温度 处 会 发 现 有 一 个 热量 值 的 
急剧 升 高 。 蛋 白质 溶液 7, 值 的 确定 有 利于 制定 更 加 合理 的 制备 特定 蛋白 质 的 冻 干 方案 。 

在 冻 干 过 程 中 当 温 度 降 到 玻璃 转换 温度 以 下 时 开始 使 有 真空泵， 对 于 大 多 数 蛋 白质 溶液 
来 说 ， 需 要 将 温度 降 到 一 40C 至 一 60C 之 间 ， 之 后 可 以 升 高 温度 促进 结晶 水 的 升华 ， 这 需要 
能 量 的 输入 ， 在 大 多 数 工 业 冻 干系 统 中 ， 这 仅 需要 提高 支架 的 温度 即 可 实现 ， 随 后 需要 进行 
温度 控制 以 确保 初步 的 冻 干 过 程 保持 最 大 的 效率 ， 支 架 的 温度 一 般 都 要 维持 在 OC 以 上 以 促 
进 有 效 的 升华 ， 而 瓶 内 的 温度 将 依然 处 于 OTC 以 下 。 如 果 在 初步 冻 干 过 程 中 温度 维持 在 Ta 
值 以 下 ,结晶 水 移 走 以 后 将 会 留 下 一 块 像 蛋糕 一 样 的 蛋白 质 ; 然而， 如 果 产 品 温度 升 高 到 
T, 值 以 上 ， 这 可 能 发 生 在 支架 温度 过 高 的 时 候 ， 当 结晶 水 升华 时 留 下 的 黏稠 洲 液 能 流动 
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这 将 导致 形成 一 个 稠密 的 而 非 松散 的 块 状 结构 ， 处 于 其 中 的 蛋白 质 可 能 会 失 活 ， 并 且 重 新 水 
化 的 速度 非常 慢 。 从 根本 上 来 说 ， 任 何 一 种 溶液 的 玻璃 转换 温度 依赖 于 其 组 分 ， 在 冻 干 过 程 
P T, 值 不 断 变化 ， 在 水 蒸气 从 产品 中 移 走 时 是 升 高 的 。 

初步 干燥 完成 以 后 ， 蛋 白质 块 仍然 有 一 定 的 湿度 ， 未 结晶 的 水 分 子 与 玻璃 结合 在 一 起 ， 
在 第 二 步 干燥 过 程 中 瓶 内 的 温度 仍然 继续 上 升 ， 从 而 通过 升华 除去 水 分 子 。 第 二 步 干 煤 完 成 
以 后 ,真空 泵 停止 使 用 ， 瓶 子 被 密封 。 

尽管 现在 有 许多 不 同 的 冻 干 模型 ， 但 是 所 有 这 些 都 包括 一 些 必需 的 部 件 ， 都 有 一 个 在 其 中 
放置 以 及 随后 冷冻 产品 的 干燥 室 ， 就 基本 的 实验 室 规 模 的 系统 而 言 ， 通 常 包 括 一 个 圆 底 的 细 颈 
瓶 ， 可 以 通过 一 个 合适 的 端口 连接 到 冻 干 仪 上 ， 真 空 泵 是 必需 的 ， 以 对 干燥 室 抽 真空 并 在 干燥 
过 程 中 保持 真空 状态 ， 合 适 的 冷凝 器 也 是 需要 的 ,干燥 过 程 中 从 产品 里 散发 出 的 水 蒸气 收集 在 
冷凝 室 中 ， 由 于 内 部 的 温度 低 (一 般 为 一 50 信 到 一 60C)， 水 以 冰 的 形式 凝集 ， 在 干燥 循环 完 
成 以 后 ， 冷 凝 室 的 温度 上 升 导致 冰 融 化 ， 在 下 一 个 循环 开始 之 前 室内 的 水 被 排 干 。 

工业 规模 的 冻 干 仪 通常 每 个 干燥 循环 处 理 数 千 个 产品 瓶 ， 装 入 产品 以 后 ， 每 个 瓶 口 寨 上 
橡皮 塞 但 留 有 一 定 空 阶 ， 以 保证 在 干 煤 过程 中 允许 水 蒸气 自由 的 流出 瓶子 。 这 些 瓶子 放 在 干 
燥 室 内 支架 上 的 一 系列 托 稚 上 ， 每 个 支架 都 可 以 用 电 加 热 或 冷却 ， 撼 子 放 好 以 后 ,干燥 室 的 
门 关闭 ， 支 架 的 温度 降低 到 一 40C 到 一 60C 以 冷冻 产品 ， 许 多 探测 器 插入 实验 瓶 中 以 精确 监 
测 实际 的 产品 温度 。 

达到 预定 的 温度 之 后 ， 这 个 温度 应 该 低 于 产品 的 玻璃 转换 温度 ， 干 燥 室 开始 抽 真 空 ， 抽 真 
空 时 支架 的 温度 应 该 适度 地 升 高 以 提高 第 一 步 和 第 二 步 干燥 的 效率 。 冻 干 循环 完成 以 后 ， 除 去 
真空 汞 ， 瓶 子 在 原 位 密封 。 现 代 化 冻 干系 统 中 设计 的 支架 可 以 利用 水 压 使 单个 支架 向 上 或 向 下 
移动 ， 当 任何 一 个 特定 的 支架 向 上 移动 时 ， 由 于 瓶子 和 突然 上 移 的 支架 相 接 触 ， 部 分 插入 的 橡 
胶 塞 子 就 会 完全 插入 瓶子 。 在 现代 化 冻 干系 统 中 所 有 可 变化 的 参数 ， 如 温度 、 降 压 水 平 都 可 以 
在 中 央 控 制 台 预 先 设置 好 ， 因 此 冻 干 循环 可 以 是 全 自动 的 ， 在 冻 干 过 程 中 连续 监测 和 记录 单个 
支架 温度 、 产 品 温度 以 及 真空 水 平等 参数 。 大 多 数 冻 干系 统 也 允许 干燥 室 原 位 加 热 灭 菌 ， 这 也 
极 大 地 便利 了 随后 冻 千 蛋白 质 的 使 用 ， 因 为 有 些 蛋白 质 必 须 在 无 菌 的 条 件 下 进行 处 理 。 


3.6.5 蛋白 质 的 微量 纯化 


蛋白 质 纯化 等 级 依赖 于 需要 纯化 的 产品 数量 ( 表 3. 1)， 本 章 介绍 的 一 系列 常规 纯化 手 
段 都 是 纯化 mg 级 以 上 的 纯 蛋 白 时 所 使 用 的 方法 ， 更 少量 的 蛋白 Ong — ng 水 平 ) 有 时 候 可 
选择 其 他 的 一 些 方法 进行 纯化 ， 对 于 以 前 未 进行 过 性 质 研究 的 蛋白 质 而 言 ， 这 样 少量 的 产品 
对 于 进行 部 分 的 序列 分 析 和 质谱 分 析 通 常 来 说 是 足够 的 。 可 以 利用 获得 的 信息 ， 如 分 离 出 编 
码 蛋 白质 的 基因 ， 以 进行 大 规模 的 重组 蛋白 的 生产 。 微 量 纯化 通常 可 以 利用 分 析 级 的 装置 
(如 双向 电泳 、 毛 细 管 电泳 或 分 析 HPLC HO. 简单 分 离 粗 制 蛋白 。 


3.7 ”有 蛋白质 的 鉴定 


一 旦 纯化 完毕 ， 大 多 数 的 蛋白 质 就 要 进行 一 连 串 的 特性 研究 ， 表 3. 14 总 结 了 其 中 最 重 
要 的 一 些 研究 。 研 究 的 确切 内 容 将 主要 依赖 于 纯化 蛋白 质 的 最 终 目 的 ， 为 了 学 术 研究 而 纯化 
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表 3.14 全 面 鉴定 蛋白 质 特性 可 能 进行 的 主要 研究 及 所 使 用 的 分 析 技术 


功能 描述 依赖 于 蛋白 质 的 生物 活性 ,实例 包括 特定 活性 的 确定 ,温度 .pH 值 等 对 生物 活性 的 
影响 , 配 基 相互 作用 研究 等 
纯度 证 明 SDS-PAGE, 双 向 电泳 . 9 ROI HPLC 分 析 、 质 谱 和 毛细 管 电泳 
结构 研究 
确定 分 子 量 SDS-PAGE, 非 变性 电文 (Ferguson plots) . 凝 胶 过 法 .分 析 超 离心 和 质谱 
一 级 结构 分 析 氨基 酸 组 成 肽 图 谱 `N 末端 序列 分 析 和 全 部 的 氨基 酸 序列 测定 
二 级 /三 级 /四 级 结构 分 析 圆 二 色 性 、 荧 光 光 谱 、 核 磁 共 振 、X 射线 结晶 学 和 分 析 超 离心 
翻译 后 修饰 分 析 种 类 繁多 ,依赖 于 确切 的 修饰 方式 


的 蛋白 质 通常 要 进行 广泛 的 特性 研究 ， 尤 其 是 如 果 该 蛋白 质 以 前 未 研究 过 ; 就 商业 目的 生产 
的 蛋白 质 而 言 ， 其 纯化 水 平和 特性 鉴定 依据 预先 设 定 的 用 途 而 变化 〈 见 第 4 章 )， 治 疗 用 途 
的 蛋白 质 要 进行 最 为 广泛 的 特性 研究 。 

重组 蛋白 的 特性 描述 与 非 重 组 蛋白 所 使 用 的 技术 和 程序 是 一 样 的 ， 然 而 依 所 采用 的 表达 
系统 和 纯化 步骤 的 不 同 ， 一 些 特性 研究 具有 特别 的 意义 

O 以 包含 体形 式 表达 的 蛋白 质 ， 需 要 变性 和 重 折 麦 的 步骤 ， 这 种 情况 下 需要 进行 构象 研究 ， 

O 以 融合 形式 表达 的 蛋白 质 ， 其 标签 在 纯化 过 程 中 去 除 ， 需 要 进行 N 末端 或 C 末端 序 
列 分 析 ; 

@ 在 天 然 状 态 下 为 糖 基 化 的 蛋白 质 需 要 进行 翻译 后 修饰 分 析 。 

可 以 单独 对 靶 蛋 白 进行 特性 研究 ， 也 可 以 出 于 对 比 目 的 ， 同 时 对 纯化 蛋白 和 标准 蛋白 进 
行 研究 ， 例 如 ， 纯 化 的 重组 蛋白 有 些 时 候 与 直接 从 天 然 材料 中 提取 和 纯化 的 蛋白 质 同时 进行 
性 质 研究 ， 用 这 种 方式 可 以 直接 将 重组 蛋白 和 天 然 蛋 白 进 行 比较 。 如 果 编 码 目标 蛋白 的 基因 
序列 已 知 ， 性 质 研究 只 需要 简单 地 证 实 是 否 为 蛋白 质 本 身 ， 以 及 鉴定 是 否 存在 任何 的 翻译 后 
修饰 。 

经 常 使 用 的 主要 的 特性 研究 总 结 如 下 ， 这 些 技术 背后 的 理论 并 没有 详 述 ， 因 为 其 广泛 的 
覆盖 面 已 经 超出 了 本 书 的 范围 。 另 外 需要 注意 的 是 一 些 通常 用 于 和 蛋白质 结 构 性 质 研究 的 技术 
已 经 在 第 1 章 中 描述 过 ， 读 者 可 以 在 那儿 进行 查阅 。 


3.7.1 功能 研究 


顾名思义 ， 功 能 研究 目的 在 于 研究 纯化 蛋白 质 的 生物 功能 和 活性 ， 及 其 活性 如 何 受 多 种 
相关 因素 影响 。 研 究 的 类 型 和 范围 主要 依赖 蛋白 类 型 和 预期 用 途 。 对 于 酶 来 说 ， 基 本 的 功能 
研究 通常 包括 : 

O 特定 活性 的 确定 〈 每 毫克 蛋白 的 活性 单位 数 ); 

@ 底 物 范围 和 特异 性 的 确定 ; 

图 动力 学 特征 〈 如 Kas VUL 天 。. 值 的 确定 ); 

© 多 种 因素 对 酶 活性 的 影响 (如 温度 、pH、 换 制剂 )。 

如 果 酶 是 用 于 特定 的 应 用 目的 ， 将 会 详细 地 进行 基于 此 目的 的 具有 特殊 意义 的 功能 研究 
(如 温度 活性 曲线 以 及 用 于 高 温 工 业 加 工 的 酶 的 热 稳定 性 )。 
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3.7.2 纯度 证 明 


纯度 指 的 是 在 最 终 的 纯化 蛋白 质 中 不 含有 污染 物 ， 对 于 不 同 的 人 来 说 污染 物 代 表 的 可 以 
是 不 同 的 东西 ， 而 污染 物 概况 的 研究 通常 依赖 于 纯化 蛋白 质 的 最 终 目 的 。 对 于 那些 纯化 后 用 
来 在 学 术 上 进行 性 质 研究 的 蛋白 质 而 言 ， 关 注 的 污染 物 〈 即 试图 证 明 纯化 的 蛋白 质 中 不 含 的 
污染 物 ) 主要 是 一 些 蛋白 质 ， 蛋 白质 污染 物 可 以 与 目标 蛋白 毫 无 关系 或 是 目标 蛋白 的 修饰 或 
部 分 降解 产物 。 纯 化 后 用 于 治疗 用 途 的 蛋白 质 ， 其 污染 物 名 单 非常 长 ， 不 仅 包括 那些 修饰 蛋 
白 ， 也 包括 热源 、 核 酸 、 微 生物 和 病毒 颗粒 〈 详 见 第 4 章 )。 本 章 中 所 讨论 的 有 关于 纯度 的 
证 据 将 限于 确定 污染 蛋白 质 的 存在 与 否 上 ， 有 一 点 需要 记 住 的 是 ， 任 何 污染 类 型 的 探测 在 本 
质 上 受 限 于 所 使 用 探测 技术 的 灵敏 度 。 

用 于 测定 蛋白 质 纯度 的 最 普遍 的 方法 是 在 阴离子 去 垢 剂 SDS 存在 的 条 件 下 进行 单 向 聚 
丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE, Wf 3. 31) 。 任 何 带电 荷 的 物质 ， 包 括 蛋 白质 都 会 在 电场 
中 迁移 ， 迁 移 率 依赖 于 蛋白 质 的 荷 质 比 〈 即 电荷 密度 )，PAGE 中 迁移 发 生 在 聚 丙烯 酰胺 凝 
胶 中 ， 凝 胶 的 平均 孔径 很 大 程度 上 依赖 于 聚 丙烯 酰胺 的 浓度 ， 因 而 PAGE 中 会 发 生 分 离 得 
选 效 应 ， 蛋 白质 的 迁移 率 受 其 大 小 、 形 状 和 电荷 密度 所 影响 。 

蛋白 质 与 SDS ERIT XR E: DSDS 使 大 多 数 蛋白 质变 性 ， 使 它们 形状 
近似 相同 ， 四 以 大 约 1 个 SDS 分 子 相 对 于 两 个 氨基 酸 残 基 的 恒定 比率 直接 与 蛋白 质 结合 ， 
实际 上 这 就 赋予 了 所 有 蛋白 质 以 同样 的 〈 负 的 ) 电荷 密度 ， 由 此 用 SDS-PAGE 分 离 蛋白 质 
就 会 产生 筛选 效应 ， 和 蛋白 质 越 小 ， 向 正极 迁移 的 速度 越 快 〈 图 3. 35) 。SDS-PAGE 可 被 用 作 
两 个 目的 ， 中 确定 蛋白 质 纯度 ; 四 确定 蛋白 质 亚 基 分 子 量 。 如 果 蛋 白质 只 有 一 条 多 肽 链 (或 
者 蛋白 质 包 含 多 个 相同 的 多 肽 链 )， 凝 胶 中 只 有 一 条 带 ， 由 此 来 显示 纯度 ， 如 果 纯化 的 蛋白 
质 含 有 两 个 或 更 多 不 同 的 多 肽 亚 基 〈 如 抗体 )， 在 SDS 凝 胶 中 会 产生 两 条 或 多 条 带 ， 和 蛋白 条 
带 可 以 利用 蛋白 结合 染料 如 考 马 斯 亮 蓝 或 银 染料 〈 灵 敏 度 比 考 马 斯 亮 蓝 高 10 一 100 倍 ) 进行 
染色 。 


孔 1: 粗 重 白 混合 物 “ 孔 2: 纯化 蛋白 ” 孔 3: 分 子 量 标准 


在 胶 中 的 迁移 距离 /mm 一 


© 分 子 量 对 数 一 > 


(a) (b) 


图 3.35 SDS-PAGE 分 离 蛋 白质 
(a) 蛋白 质 样品 与 SDS (以 及 破坏 二 硫 键 的 还 原 剂 ) 一 起 县 育 ,要 分 析 的 蛋白 质 样品 上 样 于 凝 胶 孔 后 ， 
在 凝 胶 上 施加 电场 ， 蛋 白质 向 正 模 的 迁移 率 依赖 于 其 大 小 。 电 泳 完成 以 后 ， 利 用 蛋白 质 结合 桨 料 对 单 
个 蛋白 质 条 送 进 行 染色 。(b) 如 果 一 个 凝 胶 孔 中 加 入 的 是 已 知 分 子 量 的 蛋白 质 混合 物 ， 就 会 建立 一 条 
迁移 距离 相对 于 分 子 量 的 标准 曲线 ,这 就 可 以 判定 纯化 蛋白 质 的 分 子 量 
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蛋白 质 的 单 向 PAGE 可 以 在 非 变性 pen emimmeacatte 


的 条 件 下 进行 ， 纯 蛋白 也 通常 会 产生 单 
一 条 带 ， 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 可 见 。 由 于 
蛋白 质保 持 了 其 天 然 构象 ， 可 以 通过 使 中 i zr 
用 一 些 类 型 的 活性 染料 或 用 荧光 标记 搞 
体 来 证 实 其 同一 性 。 

DS-PAGE ^ d SDS-PAGE 

等 电 聚 焦 是 另外 一 种 分 析 (或 有 © © 

时 候 微量 纯化 ) 蛋 白质 的 电泳 形式 ， ai And EE 


RMR th LRM RK, Qo FOR LAT RAR RRR ELMER 
但 是 凝 胶 中 存在 低 分 子 量 的 有 机 酸 和 EF), 这 一 步 完 成 以 后 蛋白 质 条 带 在 委 直 的 方向 上 进行 
碱 的 混合 物 〈 两 性 电解 质 )， 在 电场 的 SDS-PAGE, (b) 两 种 技术 联合 使 用 比 单 用 任何 一 种 技术 
影响 下 ， 两 性 电解 质 在 凝 胶 中 分 布 从 都 具有 更 高 的 分 辨 力 ， 等 电 点 相同 而 分 子 量 不 同 的 两 种 眉 
而 形成 pH 梯度 。 要 分 析 的 蛋白 质 溶液 白质 的 分 析 情 况 ; 〈《c) 分 子 量 相同 而 等 电 点 不 同 的 两 种 蛋 
通常 首先 与 尿素 一 起 孵育 ， 蛋 白质 变 BROTHER 
性 会 暴露 全 部 的 氨基 酸 侧 链 ， 这 有 助 于 确定 蛋白 质 的 等 电 点 (pI). 

蛋白 质 上 样 后 将 持续 在 凝 胶 中 迁移 ， 直 到 它们 到 达 凝 胶 中 pH 值 与 其 等 电 点 相等 处 为 止 
(蛋白 质 在 其 等 电 点 处 所 带 净 电 荷 为 零 ， 因 而 不 会 在 电场 的 影响 下 移动 )， 一 种 商品 化 的 混合 
物 作 为 蛋白 质 标准 (已 知 pl) 同时 进行 电泳 ， 这 将 有 助 于 产生 一 个 标准 曲线 从 而 将 迁移 距 
BUR pl 值 等 同 起 来 ， 因 此 ， 纯 化 蛋白 的 pl 值 也 可 以 确定 。 

评定 蛋白 质 纯度 的 一 个 更 有 说 服 力 的 方法 是 将 SDS-PAGE 和 等 电 聚 焦 联 合 使 用 ， 也 就 
是 双向 电泳 分 析 (图 3. 36)， 除 了 纯度 分 析 之 外 这 项 技术 还 可 以 用 于 分 析 复 杂 的 蛋白 质 溶 
液 。 每 种 分 离 方式 可 以 单独 分 辩 约 100 个 蛋白 质 条 带 ， 但 是 两 种 方法 联合 起 来 可 以 确定 
1000~ 2000 个 蛋白 质 条 带 。 

毛细 管 电泳 是 另外 一 种 电泳 形式 ， 基 于 电荷 密度 来 分 离 分 子 ， 然 而 在 这 种 情况 下 ， 电 泳 
分 离 不 是 发 生 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 ， 而 是 在 用 熔融 硅胶 基质 包 被 而 成 的 孔径 非常 窗 的 毛细 管 
中 进行 (图 3. 37) 。 尽 管 大 多 数 情况 下 是 用 来 分 析 低 分 子 量 物质 〈 药 品 、 代 谢 物 和 肽 )， 毛 
细 管 电泳 也 可 以 用 于 蛋白 质 分 析 。 蛋 白质 纯 度 也 经 常用 HPLC 来 检测 ， 作 为 一 种 技术 ， 
HPLC 被 认为 具有 最 高 的 解析 率 和 非常 快 的 分 离 速 度 。 检 测 敏 感 蛋白 质 时 在 线 探测 器 可 以 
进行 快速 灵敏 的 分 析 ， 在 评定 纯度 时 ， 蛋 白质 样品 可 以 利用 至 少 两 种 不 同 的 HPLC 柱子 ， 


多 数 情况 下 为 反 相 柱 和 离子 交换 柱 。 
质谱 也 可 以 用 来 检测 纯度 ， 尽 管 其 主要 用 途 为 确定 分 子 量 ， 这 将 在 下 一 部 分 详 述 。 
样品 上 样 emm 检测 器 
7 
med D 
Q——sa& ©) 


03.37 毛细 管 电泳 图 解 
上 桩 后 使 用 高 电压 ， 在 随 之 产生 的 电场 的 影响 下 蛋白 质 开始 迁移 ， 利 用 在 线 柴 外 探测 器 可 检测 
到 蛋白 质 ， 毛 细 管 一 般 长 30 一 60cm， 为 了 便利 经 常 缠绕 起 来 ， 其 内 径 在 50pm 以 下 
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3.7.3 分 子 量 的 测定 一 一 质谱 


最 近 的 〈《 和 最 灵敏 的 ) 确定 蛋白 质 分 子 量 的 技术 就 是 质谱 (mass spectrometry, MS), 
这 项 技术 的 基本 原理 见 图 3. 38， 质 谱 作 


为 识别 和 鉴定 小 分 子 的 分 子 量 的 核心 技 

HN 一 aaa pra jim] 术 已 经 发 展 了 很 多 年 ， 只 是 近期 才 常 夫 
ee 应 用 于 蛋白 质 工作 ， 这 可 能 是 由 于 合适 

的 离子 化 技术 的 发 展 ， 从 而 能 够 产生 气 


系统 由 3 个 必需 的 部 分 组 成 ， 离 子 源 用 来 产生 气 禄 离子 化 

和 白质 ， 分 析 管 内 发 生 离 子 化 蛋白 质 的 分 离 《 基 于 分 子 量 

进行 )， 检 测 器 用 以 显示 蛋白 质 离子 已 到 达 管 末端 ， 产生 的 
数据 转移 到 合适 的 记录 系统 中 。 操 作 细 节 参 见 正文 


相 电 离 蛋 白质 ,质谱 仪 越 来 越 容 易 
操作 。 

现在 已 经 涌现 出 的 产生 气相 电离 蛋 
白质 分 子 的 两 种 方法 是 : 电 喷雾 电离 
Celectrospray ionization, ESI) 和 基质 辅助 激光 解吸 附 电离 (matrix-assisted laser desorp- 
tion and ionization, MALDD, 。 就 ESI 而 言 ， 蛋 白质 溶液 通过 一 个 孔径 非常 窗 的 处 于 高 压 下 
的 针 ， 随 着 溶剂 的 快速 蒸发 ， 就 会 产生 一 种 含有 荷 电 蛋 白质 分 子 的 雾 滴 ， 处 于 气相 中 的 带电 
蛋白 质 直接 流入 质量 分 析 管 中 。 这 种 电离 过 程 发 生 在 大 气压 下 ， 因 此 基于 ESI 的 系统 可 以 
直接 与 层 析 技术 如 HPLC 联 用 。 

MALDI 已 经 成 为 确定 蛋白 质 分 了 量 的 首选 方法 ， 首 先 将 蛋白 质 样品 与 一 个 物质 的 量 过 
量 的 基质 化 合 物 混合 ， 这 种 基质 化 合 物 是 低 分 子 量 的 有 机 酸 ， 可 以 高 度 吸收 紫外 光 ， 如 芥子 
酸 和 2,5- 二 羟基 茶 甲 酸 ， 混 合 物 干燥 后 用 激光 舱 击 产生 紫外 光子 ， 基 质 分 子 吸收 紫外 光 导 
致 基质 -蛋白 质 晶 格 的 快速 分 解 ， 将 基质 和 蛋白 质 都 送 和 气相。 光子 从 活化 的 基质 分 子 转移 
到 蛋白 质 分 子 中 导致 后 者 电离 ， 离 子 化 的 蛋白 质 在 强大 电场 的 影响 下 从 电离 位 点 向 分 析 管 处 
加 速 ， 质 量 分 析 仪 根据 荷 质 比 m/z) 分离 离子 。 

飞行 时 间 (TOF) 分 析 仪 顾名思义 ， 测 量 的 是 离子 到 达 位 于 分 析 管 末端 的 探测 仪 所 
需要 的 时 间 ， 它 经 常 与 MALDI 联合 使 用 (MALDLTOF)， 分 析 由 MALDI 产生 的 蛋白 质 离 
子 ， 当 进入 分 析 管 时 ， 所 有 的 蛋白 质 离子 必须 都 具有 同样 的 动能 和 电荷 ， 因 为 每 个 蛋白 质 离 
子 到 达 探 测 仪 所 需要 的 时 间 将 会 反映 出 其 分 子 量 大 小 ， 蛋 白质 分 子 量 越 小 ， 其 行进 速度 越 
4k. MALDI-TOF 系统 在 高 度 真空 条 件 下 进行 操作 。 

质谱 能 够 精确 地 判断 约 500ku 以 上 的 蛋白 质 的 分 子 质 量 ， 精 确 度 在 0.01%% 以 内 《〈 用 
SDS-PAGE 判断 蛋白 质 分 子 质量 仅 能 精确 到 5% 一 106)， 分 析 所 需要 的 样品 量 仅 为 几 个 皮 
摩尔 ， 进 一 步 将 实际 测 得 的 分 子 量 与 该 蛋白 质 的 理论 分 子 量 (从 基因 或 cDNA 序列 推算 得 
到 ) 进行 比较 ， 可 以 揭示 是 否 存在 蛋白 质 修 饰 或 翻译 后 加 工 ， 例 如 ， 如 果实 测 值 比 理论 值 高 
80u， 就 说 明 可 能 存在 磷酸 或 硫酸 基 团 。 

除了 质量 分 析 ， 质 谱 还 可 以 用 来 产生 序列 数据 ,因此 这 项 技术 是 对 Edman 降解 分 析 
(第 1 章 中 讨论 ) 的 补充 。 序 列 分 析 需 要 使 用 前 后 两 个 质谱 仪 《MS/MS)， 包 括 两 个 质量 分 
析 管 顺序 相连 ， 中 间 只 通过 一 个 碰撞 室 相间 隔 。 需 要 进行 序列 分 析 的 蛋白 质 首先 在 化 学 试剂 
或 酶 的 作用 下 断裂 成 片段 ( 见 第 1 章 )， 片 段 首 先 在 第 一 个 分 析 管 中 分 离 ， 每 次 选择 出 一 个 
离子 化 肽 段 进入 碰撞 室 ， 与 充 人 其 中 的 气体 分 子 (He 或 者 Ar) 发 生 碰 撞 ， 这 将 促进 其 进 一 
步 断 裂 成 一 定 范围 内 的 辅助 性 肽 段 ， 这 些 肽 段 将 在 第 二 个 分 析 管 中 根据 质量 进行 分 离 。 
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在 第 二 个 分 析 管 中 利用 计算 机 对 每 个 片段 进行 质量 分 析 ， 由 此 就 会 产生 近乎 完全 的 或 完 
全 的 序列 数据 ， 质 谱 的 解读 是 一 项 复杂 的 需要 计算 机 去 完成 的 任务 ， 但 是 质谱 /质谱 展现 出 
一 些 潜在 的 优势 : 

QD 它 可 以 提供 封闭 的 或 经 过 修饰 的 肽 的 序列 信息 ; 

四 Ht Edman 降解 法 快速 ; 

© 和 Edman 降解 法 一 样 灵敏 。 

确定 蛋白 质 分子 量 的 其 他 方法 包括 凝 胶 过 滤 分 析 、 非 变性 电泳 和 分 析 超速 离心 法 。 就 像 
前 面 概述 的 一 样 ， 凝 胶 过 滤 根 据 蛋白 质 的 大 小 和 形状 进行 分 离 ， 由 于 多 数 球 蛋白 的 形状 都 是 
大 致 的 球形 ， 它 们 将 主要 依据 分 子 量 进行 分 离 。 利 用 凝 胶 过 滤 进 行 质量 分 析 需 要 使 用 一 系列 
的 蛋白 质 标准 〈 即 已 知 分 子 量 的 球状 蛋白 质 ， 表 3. 15) 对 凝 胶 过 滤 柱 进行 标定 ， 用 分 子 量 
的 对 数 相对 于 洗 脱 体积 作 图 ， 会 得 到 一 种 线性 关系 ， 由 此 就 会 产生 一 条 标准 曲线 ， 从 而 将 洗 
脱 体积 和 未 知 蛋 白质 的 分 子 量 对 应 起 来 。 


表 3.15 用 凝 胶 过 滤 柱 确定 球 蛋 白 分 子 质量 经 常 使 用 的 分 子 质量 标识 物 


马 心细 胞 色素 < 
A ÉC AAN M GENERE 
牛 血清 白 蛋 白 
酵母 乙醇 脱氧 酶 
马铃薯 淀粉 酶 
马 脾 去 铁 铁 蛋白 
牛 甲状 腺 球 蛋 白 


非 变性 PAGE 根据 大 小 、 形 状 和 电荷 数目 分 离 蛋 白质 ， 非 变性 系统 可 以 产生 Ferguson 
图 ， 从 而 用 以 确定 蛋白 质 的 分 子 量 。 对 于 任何 用 PAGE 分 离 的 蛋白 质 而 言 ， 其 在 凝 胶 中 的 
HEHE (RO 随 着 丙烯 酰胺 浓度 的 上 升 而 下 降 。 而 对 于 某 一 特定 的 蛋白 质 ， 通 过 在 一 些 
不 同 浓度 的 凝 胶 中 进行 电泳 ， 就 会 得 到 一 条 Ri 相对 与 丙烯 酰胺 浓度 的 曲线 图 (Ferguson 
图 )， 图 中 可 见 一 条 直线 ， 其 斜率 就 是 K，( 阻 滞 系 数 )， 蛋 白质 的 分 子 量 越 大 ， 其 K, 值 越 
大 。 通 过 确定 一 些 分 子 量 已 知 的 蛋白 质 的 K, 值 ， 就 会 得 到 一 条 天 , 值 相 对 于 分 子 量 的 标准 曲 
线 ， 确 定 了 未 知 分 子 量 蛋 白质 的 K, 值 以 后 ， 利 用 标准 曲线 就 可 以 得 到 其 分 子 量 。 

分 析 超速 离心 法 也 可 以 用 来 确定 蛋白 质 的 分 子 量 ， 这 必须 赋予 蛋白 质 非常 高 的 离心 力 
( 转 头 速度 高 于 60000r/min) ， 同 时 要 监测 蛋白 质 在 离心 管 中 的 迁移 率 ， 这 通过 使 用 特殊 设 
计 的 样品 管 来 实现 ， 通 过 这 些 数据 可 以 确定 蛋白 质 的 沉降 系数 ， 进 而 通过 Svedberg 等 式 可 
以 算出 蛋白 质 分 子 量 。 


29.0 
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第 4 章 
大 规模 蛋白 质 纯化 


4.1 一 些 基本 原则 


第 2 章 讨论 了 蛋白 质 的 各 种 来 源 ， 第 3 章 讨论 了 蛋白 质 的 纯化 与 鉴定 方法 ， 两 章 中 所 介 
绍 的 基本 原理 经 放大 以 后 同样 也 适用 于 实验 室 及 工业 规模 的 操作 ， 其 实 第 3 章 已 讨论 了 一 些 
与 大 规模 蛋白 质 纯化 相关 的 问题 。 

工业 规模 上 ， 和 蛋白 质 产 品 的 生产 通常 分 为 上 游 和 下 游 处 理 过 程 〈 图 4. 1)。 上 游 指 进行 
蛋白 质 生物 合成 的 生产 阶段 ， 因 此 ， 对 大 多 数 蛋 白质 来 讲 ， 这 个 阶段 指 的 是 微生物 细胞 发 酵 
或 动物 细胞 培养 。 在 工业 规模 上 如 何 进行 这 些 操作 超出 了 本 章 的 范围 ， 感 兴趣 的 读者 可 参阅 
本 章 后 面 所 列 出 的 参考 资料 。 


生产 蛋白 质 细胞 的 培养 
上 游 处 理 


| 


从 培养 物 中 提取 粗 蛋 白 混合 物 F 4 浓缩 及 初步 纯化 


终 产 品 的 稳定 及 按 要 求 调整 生物 学 活性 | “| 层 析 纯 化 (如 果 需 要 的 话 )| 上 下 游 处 理 


产品 干燥 (如 果 需 要 的 话 ) | 终 产 品 的 包装 及 标记 


图 4.1 蛋白 质 生 产 上 下 游 主要 步 队 流程 
详 见 正文 
下 游 处 理 指 的 是 从 培养 物 中 提取 蛋白 质 及 后 续 的 纯化 过 程 ， 也 包括 一 些 另外 的 内 容 ， 如 
质量 监测 、 终 产品 的 稳定 性 、 将 产品 效力 调整 至 一 定 的 范围 、 将 产品 装 和 人 合适 的 终 容器 以 及 
对 容器 进行 标记 等 。 在 设计 下 游 纯 化 方案 时 需要 遵循 一 些 原则 ， 但 这 些 原则 是 一 般 性 的 ， 对 
于 特定 的 纯化 系统 并 不 一 定 合适 。 这 些 原 则 包括 : 
CD 对 初始 材料 的 特性 应 该 进行 深入 细致 的 研究 ， 以 便 制定 出 合理 的 纯化 方案 。 同 时 对 
终 产 品 纯度 要 求 必须 非常 明确 ; 
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@ 纯化 方案 应 尽 可 能 简化 以 便 实践 中 能 在 最 短 的 时 间 内 得 到 最 多 的 终 产品 ， 

图 分 离 技 术 〔 以 及 分 离 时 的 环境 条 件 ) 的 选择 应 利用 目标 蛋白 与 杂质 间 理 化 性 质 上 的 
最 大 不 同 点 ; 

图 高 选择 性 的 步骤 应 尽量 安排 在 纯化 的 前 期 这样 可 以 减少 为 获得 理想 纯度 的 蛋白 质 
所 必需 的 后 续 步 骤 ; 

© 如 果 可 能 的 话 ， 成 本 最 高 的 处 理 步骤 应 尽量 安排 在 纯化 的 后 期 。 

如 果 纯 化 的 蛋白 质 只 是 用 来 研究 ， 在 设计 纯化 方案 时 只 需 考虑 技术 问题 ， 通 常 只 以 获得 
均一 性 的 蛋白 质 为 目标 ， 而 对 其 他 一 些 因素 如 所 能 达到 的 产量 百分比 、 纯 化 所 需 时 间 及 费用 
等 则 考虑 较 少 。 而 在 生产 商业 蛋白 质 时 ， 还 必须 考虑 费用 问题 ， 通 常 还 需 考虑 管理 机 构 制定 
的 一 些 相关 条 款 问题 。 按 商业 上 的 思维 ， 应 该 用 最 少 的 钱 来 获得 符合 要 求 的 产品 。 对 用 于 治 
疗 、 诊 断 及 食品 用 途 的 蛋白 质 ， 还 必须 考虑 管理 机 构 如 美国 食品 与 药品 管理 局 (Food and 
Drug Administration，FDA) 发 布 的 生产 原则 。 在 设计 下 游 处 理 程序 时 ， 终 产品 纯度 是 首要 
的 考虑 因素 ， 这 一 般 取决 于 其 用 途 。 通 常 来 讲 ， 只 要 能 获得 所 需 的 终 产 品 ， 下 游 纯化 的 规模 
应 尽 可 能 小 ， 纯 化 方案 中 不 必要 的 步骤 常常 会 降低 产品 的 生物 稳定 性 ， 而 且 当 纯 化 步骤 增加 
时 ， 终 产品 的 产量 也 会 随 之 下 降 。 大 多 数 工 业 生 产 的 蛋白 质 属于 以 下 两 大 类 。 

一 类 是 大 批量 生产 的 蛋白 质 ， 通 常 是 相关 的 粗 提 物 。 这 些 蛋 白质 通常 是 食品 和 饮料 加 工 
工业 中 广泛 使 用 的 酶 类 〈 见 第 10 一 12 $0, 或 者 是 一 些 奶 源 性 的 食用 蛋白 第 13 章 )。 

另 一 类 是 治疗 或 诊断 用 的 蛋白 质 。 这 类 蛋白 质 与 大 批量 生产 的 蛋白 制剂 相 比 通常 生产 量 
较 少 ， 但 需要 达到 很 高 的 纯度 。 

用 于 治疗 或 体内 诊断 的 蛋白 质 需 经 过 更 为 严格 的 纯化 ， 因 为 目标 蛋白 以 外 的 杂质 分 子 在 
临床 上 可 能 会 有 副作用 ， 体 外 诊断 和 分 析 用 的 蛋白 质 通常 也 是 高 度 纯化 的 ， 但 在 这 种 情况 下 
其 纯度 较 体内 使 用 的 蛋白 质 要 求 还 是 要 低 一 些 。 在 一 些 情况 下 ， 下 游 纯 化 时 特异 地 去 除 污染 
的 蛋白 质 比 达到 同 质 性 更 为 重要 。 本 章 其 余部 分 主要 来 讨论 大 规模 蛋白 质 纯化 问题 ， 但 也 会 
介绍 一 些 商 业 上 生产 蛋白 质 的 例子 。 


4.1.1 ”蛋白质 纯化 的 规模 化 


工业 规模 的 蛋白 质 纯化 方案 起 初 都 是 按 实验 室 水 平 设计 的 ， 但 为 了 能 以 尽 可 能 少 的 成 本 
生产 市 场 需求 的 蛋白 质 产量 ,需要 进行 规模 化 生产 的 研究 。 通 常 来 讲 ， 生 产 规模 越 大 ， 生 产 
成 本 越 低 。 因 为 : . 

O 大 量 购买 时 ， 所 需 的 许多 化 学 试剂 和 原材料 的 价格 可 以 更 便宜 一 些 ; 

@ 许多 管理 费用 并 不 随 着 生产 规模 的 扩大 而 增加 ; 

Q 生产 规模 扩大 时 ， 劳 动力 成 本 〔 以 生产 单位 产品 计 ) 急剧 下 降 。 

许多 实验 室 纯化 时 所 用 的 技术 及 程序 并 不 适合 于 大 规模 的 纯化 。 如 许多 用 于 实验 室 中 破 
碎 细 菌 细胞 的 方法 ， 由 于 技术 或 成 本 方面 的 问题 ， 在 规模 化 生产 时 并 不 适合 。 在 小 规模 时 ， 
超声 破碎 细胞 壁 是 可 行 的 ， 但 在 大 规模 生产 时 效率 很 低 ， 用 溶菌 酶 处 理 ， 从 成 本 上 来 讲 也 是 
不 经 济 的 。 其 他 一 些 在 实验 室 纯化 过 程 中 比较 常规 的 技术 ， 要 想 成 功 地 应 用 于 大 规模 生产 ， 
必须 进行 -一定 的 修改 。 如 实验 室 纯化 中 ， 离 心 通常 是 分 批 固定 体积 ) 进行 的 ， 但 在 工业 化 
纯化 系统 中 ， 就 需要 改 为 连续 的 流 式 离心 (第 3 章 )。 因 此 ， 在 设计 实验 室 纯化 方案 时 ， 从 
头 至 尾 都 要 考虑 每 一 项 技术 在 规模 化 生产 时 的 放大 问题 。 
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对 于 生产 治疗 用 途 的 蛋白 质 来 说 ,合理 地 设计 一 个 纯化 程序 使 得 其 中 的 每 一 个 步骤 都 可 
以 直接 进行 放大 ， 是 非常 重要 的 。 这 些 蛋 白质 刚 开始 时 都 是 经 小 量 生 产后 用 于 动物 试验 ， 如 
果 效 果 较 好 ， 接 下 来 就 会 开展 一 定 范围 的 临床 试验 ， 这 些 试验 ， 所 需 蛋 白质 的 量 很 少 , 但 通 
常 需要 数 年 ， 而 且 其 他 相关 的 费用 相当 昂贵 。 如 果 能 证 明 该 蛋白 质 是 安全 的 且 治 疗效 果 理 
想 ， 就 需要 根据 市 场 需求 将 生产 规模 进行 扩大 再 进行 一 定 的 临床 试验 。 然 而 在 将 纯化 系统 规 
模 化 时 ,原始 纯化 程序 中 任何 的 改变 ， 都 可 能 使 终 产品 改变 ， 从 而 不 能 达到 临床 试验 时 的 效 
果 ， 因 此 ， 在 这 种 情况 下 ， 确 保 起 初 实验 室 的 纯化 系统 能 够 规模 化 放大 是 至 关 重要 的 。 图 
4.2 列 出 了 蛋白 质 纯 化 规模 化 的 3 个 阶段 。 


纯化 方案 的 初步 设计 规模 化 预 试验 大 规模 纯化 方案 


Hal 设计 与 放大 蛋白 质 纯化 方案 时 的 流程 

室 进行 小 规模 的 纯化 来 确定 获得 理想 纯度 的 蛋白 质 所 需 的 最 少 步骤 ， 然 后 进行 规模 化 

预 试验 观察 和 解决 纯化 规模 放大 时 出 现 的 问题 ， 最 后 进行 大 规模 纯化 

小 规模 和 大 规模 纯化 系统 没有 明确 的 界限 。 实 验 室 规 模 的 纯化 常用 来 生产 微克 至 毫克 级 
的 蛋白 质 ， 规 模 化 预 试验 一 般 可 得 到 克 级 产品 而 大 规模 纯化 可 得 到 公斤 级 的 产品 。 刚 开始 
时 ， 对 任何 一 种 蛋白 质 ， 因 为 确定 其 市 场 需求 量 很 难 ， 因 而 难以 选择 哪 一 种 规模 的 纯化 方 
案 。 现在 市 场 上 有 数 百 种 蛋白 质 类 产品 ， 但 大 多 数 的 产量 都 较 小 ， 年 产量 在 公斤 级 的 蛋 
白质 不 超过 100 种 ， 年 产量 超过 1000 公斤 的 就 更 少 了 ( 见 表 3. D. 


4.1.2. 纯化 系统 的 规模 化 


不 论 是 对 科研 人 员 ， 还 是 对 工程 师 来 讲 ， 纯 化 系统 的 规模 化 都 是 一 个 难题 。 工 程 师 主要 
负责 设计 和 安装 规模 化 地 成 功 生 产 蛋 白质 产品 的 设备 。 从 图 4. 3 可 以 看 出 ， 这 绝 非 易 事 。 

许多 大 规模 处 理 设备 如 容器 和 转移 泵 ， 是 用 不 锈 
钢 或 聚 丙烯 塑料 制 成 的 。 实 验 室 纯化 中 广泛 使 用 的 玻 
璃 器 四， 由 于 其 易 碎 的 特点 ， 在 大 规模 纯化 中 很 少 使 
用 。 在 生产 纯化 所 需 的 容器 中 ， 使 用 的 不 锈 钢 或 塑料 
制品 的 等 级 也 必须 精心 挑选 ， 它 们 须 是 惰性 的 ， 能 抵 
抗 纯化 过 程 中 所 用 的 化 学 物质 的 腐蚀 ， 而 且 不 会 给 产 
品 中 混 人 任何 潜在 的 有 毒 金属 或 化 学 物质 。 

在 实验 室 纯 化 中 ， 通 过 从 一 个 容器 倒 人 另 一 个 
容器 可 轻易 完成 的 液体 转移 ， 在 用 于 生产 的 规模 化 
纯化 中 却 必须 由 泵 通过 一 系列 的 不 锈 钢 或 塑料 管 来 
实现 。 有 些 泵 由 于 在 转移 蛋白 质 液 体 时 会 存留 气 
体 ， 从 而 造成 蛋白 质 降解 ， 因 而 只 有 经 特定 设计 的 
泵 才 适 于 转移 液体 蛋白 质 溶液 。 

制备 级 的 层 析 设备 通常 在 设计 上 以 及 外 观 上 也 
同 实 验 室 规模 的 纯化 系统 有 所 区 别 。 许 多 小 规模 层 


图 4.3 Boehringer Mannheim 公司 发 酵 
车 间 的 生物 反应 器 照片 析 柱 是 用 玻璃 或 透明 塑料 做 成 的 ， 容 量 从 lml 至 


经 Boehringer Mannheim, UK 允许 200ml 或 300ml 不 等 。 制 备 型 色谱 柱 容量 的 跨度 从 
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几 百 毫升 到 几 升 ， 有 时 可 达 几 百 升 。 这 种 柱子 中 一 些 是 用 玻璃 做 的 ,但 大 多 数 的 都 是 用 增强 
塑料 和 不 锈 钢 做 的 。 扩 大 规模 时 通常 不 增加 柱 的 长 度 而 是 通过 增加 柱 的 直径 来 实现 ， 商 业 上 
可 提供 直径 为 几米 的 柱子 。 在 一 些 层 析 系统 (如 凝 胶 过 滤 层 析 ) H, 分离 度 与 柱子 的 长 度 成 
比例 ， 由 于 凝 胶 珠 可 被 压缩 ， 因 而 在 放大 规模 时 会 更 难 ， 这 些 问题 可 通过 应 用 具有 更 好 结构 
特性 的 凝 胶 类 型 或 改变 柱子 的 设计 来 解决 。 在 许多 工业 上 重要 的 蛋白 质 如 胰岛 素 的 制备 级 凝 
胶 过 滤 中 ， 经 常 还 会 使 用 重 乔 柱 〈 见 第 3 章 和 第 7 章 )。 

有 几 家 公司 设计 、 生 产 并 且 提供 全 套 的 、 用 于 大 规模 纯化 的 色谱 系统 。 许 多 这 种 系统 不 仅 包 
括 所 需 的 处 理 设备 ， 而 且 包括 可 实现 高 度 自动 化 的 计算 机 控制 单元 。 通 常 来 讲 ， 由 于 以 下 两 个 原 
因 ， 下 游 处 理 技术 上 的 革新 并 不 多 。@D 生 产 和 销售 食品 及 保健 用 途 的 蛋白 质 产品 的 许可 证 是 由 管 
理 机 构 如 FDA 等 颁发 的 ， 如 果 采 用 已 被 确认 并 鉴定 过 的 下 游 处 理 程序 更 容易 获得 认可 ; 四 许多 
制造 商会 将 下 游 处 理 的 成 本 简单 地 加 到 终 产 品 价格 中 ， 而 更 高 纯度 的 蛋白 质 需 要 更 高 销售 价格 来 
维持 。 随 着 生产 厂商 之 间 的 竞争 日 渐 激烈 ， 占 整个 生产 成 本 80% 的 下 游 处 理 成 本 在 产品 竞争 性 方 
面 显得 越 来 越 关键 ， 因 而 厂家 不 会 为 党 试 获得 高 纯度 的 蛋白 质 产品 而 轻易 地 增加 生产 成 本 。 


413 大 批量 蛋白 质 生产 


工业 规模 的 酶 是 批量 生产 的 ， 通 常 下 游 处 理 过 程 也 很 少 。 占 有 这 种 批量 生产 的 酶 中 较 大 
比例 的 是 生物 高 分 子 降解 酶 如 淀粉 酶 、 和 蛋白 酶 和 胶 质 酶 CB 10 章 )。 这 些 蛋 白质 是 通过 各 种 
微生物 〈 重 组 或 非 重 组 ) 尤其 是 杆菌 或 者 某 些 曲霉 菌 发 酵 而 胞 外 生产 的 。 许 多 这 些 批量 生产 
的 酶 制剂 只 是 其 浓缩 过 的 不 含 细胞 的 发 酵 产 物 。 

图 4.4 列 出 了 从 微生物 中 制备 酶 制剂 的 常规 下 游 处 理 流程 。 发 酵 过 程 中 ， 当 目标 蛋白 的 
产量 达到 最 大 时 ， 将 发 酵 培 养 物 冷却 到 5C 以下， 这 样 可 使 蛋白 质 产物 保持 稳定 ， 同 时 抑制 
微生物 的 进一步 生长 。 然 后 ， 通 过 经 典 的 离心 或 者 过 滤 的 方法 将 微生物 细胞 从 培养 基 中 去 
除 ， 为 了 得 到 靳 附 在 细胞 上 的 酶 产品 ， 通 常 需 将 收集 的 细胞 洗 几 次 ， 并 将 洗 脱 液 加 到 含有 大 


a Poe 
胞 内 表达 蛋白 胞 外 表达 蛋白 

收集 细胞 (离心 /过 滤 ) mL 
"m 4D 

aaa 

-— 液 缩 不 含 细胞 的 抽 提 物 ( 超 小 /沉淀 ) 
终 产品 的 形式 

RES BAHL. Rik. HILAR) 


图 4.4 从 微生物 细胞 中 批量 生产 蛋白 质 的 流程 
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多 数目 标 蛋 白 而 不 含 生产 细胞 的 培养 液 中 。 如 果 酶 是 常规 的 胞 外 分 泌 的 话 ， 首 选 方 法 是 过 
滤 。 如 果 酶 在 胞 内 ， 通 常 需要 连续 离心 收集 细胞 ， 然 后 将 其 重 悬 在 水 或 缓冲 液 中 ， 破 碎 细 胞 
使 胞 内 物质 释放 出 来 ， 再 离心 去 除 完整 细胞 或 者 细胞 碎片 ， 这 时 目标 蛋白 就 应 该 在 上 清 液 中 
了 。 如 果 是 通过 重组 DNA 技术 生产 酶 产品 ， 管 理 法 规 通常 要 求 在 处 理 之 前 增加 一 个 特异 的 
处 理 将 所 有 生产 目标 蛋白 的 微生物 细胞 〈 经 遗传 修饰 ) 全 部 杀 死 

不 论 目标 蛋白 是 分 泌 的 还 是 胞 内 的 ， 接 下 来 通常 都 要 进行 浓缩 ， 因 为 将 处 理 体系 的 体积 
降 到 利于 操作 的 范围 是 很 必要 的 ， 尤 其 是 对 于 存在 于 大 体积 发 酵 液 中 的 胞 外 分 刻 酶 来 讲 更 是 
如 此 。 这 一 步 通常 是 通过 低温 蒸发 和 最 近 发 展 起 来 的 超 滤 来 实现 的 ， 有 些 情 况 下 可 通过 真空 
燕 发 进行 进一步 的 浓缩 ， 正 如 其 名 ， 真 空 蒸发 是 给 加 温 到 40°C 的 含 酶 液体 施加 一 个 真空 来 
进行 浓缩 。 随 后 ， 为 了 除去 提取 物 中 可 能 残留 的 微生物 ， 可 再 增加 一 步 过 滤 ， 这 时 通常 会 采 
用 一 种 纤维 素 纤维 深层 过 滤器 (a cellulose fibre depth filter). 

如 粗 制 的 酶 制剂 要 做 成 液体 形式 ， 下 游 纯 化 的 最 后 通常 会 加 入 各 种 稳定 剂 和 防腐 剂 ， 以 增加 
产品 保存 期 。 常 用 的 防腐 剂 和 稳定 剂 有 丙二醇 、 甘 油 和 山梨 醇 。 根 据 对 终 产品 酶 活力 的 要 求 ， 可 
将 产品 的 终 体积 进行 适当 的 调节 ， 然 后 装 人 桶 内 并 在 低温 下 保存 。 有 些 酶 制剂 是 制 成 酶 浆 的 ， 这 
时 需 在 酶 制剂 中 加 入 硫酸 锐 、 硫 酸 钠 或 氧化 钠 等 促进 酶 沉淀 和 结晶 ， 其 他 物质 如 二 氧化 硅 等 的 加 
入 则 可 使 酶 保持 悬浮 。 大 多 数 情 况 下 酶 在 酶 浆 中 要 比 在 溶 波 中 的 酶 活力 保持 时 间 长 。 

许多 批量 生产 的 酶 制剂 是 以 固态 形式 销售 的 。 最 简单 的 生产 酶 粉剂 的 方法 是 将 加 入 稳定 剂 并 
经 最 后 过 滤 纯 化 的 酶 浓缩 物 进行 喷雾 干燥 (简称 “ 喷 干 ”处 理 。 喷 干 法 基本 上 包括 使 含 酶 的 液 
体 或 酶 浆 产 生 微粒 气 溶胶 ， 并 将 其 导 人 到 热气 流 中 ， 从 而 使 得 微粒 中 的 水 蒸气 蒸发 〈 见 图 4. 5) 
而 获得 固态 的 酶 颗粒 。 如 有 必要 ， 喷 干 法 制备 的 酶 制剂 可 进一步 经 真空 炉 抽 干 。 然 后 将 干燥 后 的 
酶 制剂 混合 成 粉剂 ， 并 可 通过 在 其 中 添加 适当 的 粉 状 稀释 剂 将 其 酶 活性 调整 到 所 要 求 的 水 平 。 


液态 产品 入 口 一 一 
热气 流 一 一 三 LI 
SEA C RUKIR^C 
经 干燥 的 产品 


图 4.5 喷雾 干燥 过 程 示意 图 
首先 将 高 度 浓缩 的 蛋白 浆 或 蛋白 液体 雾 化 形成 小 的 产品 微粒 ， 在 系统 中 加 入 热气 流 ， 同 零 化 的 
产品 共同 流 经 干燥 室 ， 这 时 ， 干 热 的 空气 与 温 的 产品 相 接 触 ， 产 品 被 热 空气 干燥 。 
于 煤 的 产品 被 收集 在 干燥 室 的 底部 ,而 漫 的 空气 经 右 下 角 的 出 口 排出 


粉 状 酶 制剂 在 其 处 理 过 程 中 容易 形成 大 量 的 灰尘 粒子 ， 这 是 不 利 的 ， 当 从 事 下 游 处 理 的 
工作 人 员 或 终 产 品 的 使 用 者 暴露 于 这 些 含 酶 的 灰尘 粒子 时 ， 可 能 会 引起 严重 的 过 敏 反应 〈 见 
第 10 章 )， 通 过 将 和 能 制剂 包 起 来 可 解决 这 个 问题 。 起 初 ， 包 右 酶 制剂 是 通过 将 酶 与 液态 石蜡 
混合 ， 然 后 再 喷 干 ， 这 种 被 称 为 造 粒 的 过 程 可 得 到 螨 与 酶 均匀 分 布 的 颗粒 。 另 一 种 方法 是 先 
将 纯 的 酶 团 颗粒 化 ， 然 后 再 在 其 外 层 包 庄 上 一 层 蜡 ， 这 样 不 仅 有 利于 保持 胶 粒 的 完整 性 ， 还 
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可 将 随后 的 灰尘 产生 程度 降 到 最 低 。 总 之 ， 造 粒 技术 在 减少 由 于 灰尘 形成 所 造成 的 健康 危害 
的 同时 ， 也 可 使 其 同 清洁 剂 的 再 次 全 面 混 匀 。 

以 粉剂 形式 销售 的 批量 生产 的 酶 制剂 包括 淀粉 处 理工 业 中 应 用 的 各 种 微生物 的 淀粉 酶 、 使 果 
汁 澄清 的 果 胶 酶 以 及 加 入 去 污 剂 中 的 蛋白 酶 〈 见 第 11、12 章 )。 这 些 制剂 很 不 纯 ， 其 酶 活性 也 不 
超过 占 终 产品 中 总 蛋白 质 的 2 一 5% ， 所 有 这 些 酶 产品 通常 也 需要 进行 毒性 及 过 敏 性 测试 。 

商业 上 奶 源 性 的 酷 蛋 白 、 乳 清 以 及 动物 蛋白 如 明胶 等 都 是 大 量 生产 的 ， 工 业 化 制备 这 些 
蛋白 质 的 方法 根据 蛋白 质 的 不 同 也 有 相应 的 不 同 ， 在 第 13 章 中 列 出 了 规模 化 生产 的 蛋白 质 
及 其 相应 的 纯化 方法 。 


4.1.4 治疗 或 诊断 用 途 的 蛋白 质 的 纯化 


治疗 及 诊断 用 的 蛋白 质 的 纯度 要 求 非常 高 ， 尤 其 是 对 于 非 经 胃 肠 道 途径 如 注射 、 输 液 及 
静脉 推 注 等 使 用 的 蛋白 质 制剂 。 为 了 减少 和 消除 产品 中 微量 污染 的 杂质 所 造成 的 临床 负 反 
应 ， 这 种 高 纯度 要 求 是 很 必要 的 。 本 章 接 下 来 将 具体 讨论 这 些 问 题 。 用 于 体外 诊断 及 分 析 的 
蛋白 质 产品 也 必须 进行 一 定 的 纯化 ， 以 去 除 可 能 对 诊断 结果 有 影响 的 杂质 。 

这 些 蛋 白质 的 下 游 处 理 不 仅 包括 常规 的 处 理 ， 而 且 还 需要 几 次 高 分 辩 率 的 层 析 (第 3 


原始 材料 (微生物 /植物 /动物 ) 


KG [Tr 


收集 细胞 (元 心 /过 小 ) 去 除 细胞 CR i) 
i 


破碎 细胞 ( 匀 效 ) 


去 除 碎片 (高 心 /过 小 ) 


浓缩 抽 提 物 ( 超 浇 、 沉 淀 、 离 子 交换 ) 


离子 交换 层 析 


i 
HUKE 


i 
[UTILI 


加 入 稳定 剂 、 防 腐 剂 ， 按 要 求 调整 药 效 


终 产 品 


被 态 制品 BHAA Co RT) 
图 4.6 治疗 和 诊断 用 蛋白 质 产品 的 生产 过 程 ( 大 概要 点 ) 

要 确保 完全 去 除非 蛋白 杂质 ， 可 能 还 需要 加 入 其 他 步骤 ， 有 时 会 用 到 的 层 析 种 类 

包括 素 和 野 析 或 晨 析 聚焦 ， 治 疗 性 用 途 的 终 产品 纯度 范围 一 般 是 
98%6 一 9 中， 此 外 还 需要 增加 多 个 质量 控制 步 野 
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章 )。 图 4.6 列 出 了 经 典 的 纯化 全 过 程 的 流程 图 。 如 果 目 标 蛋 白 是 分 泌 到 胞 外 培养 基 中 的 
起 始 的 纯化 步骤 包括 通过 离心 或 超 滤 将 细胞 去 除 ; 而 如 果 目 标 蛋白 是 胞 内 的 ， 细 胞 收集 后 则 
通过 匀 奖 破碎 细胞 ， 此 时 如 果 胞 内 蛋白 是 可 溶 的 ， 就 通过 离心 去 除 全 细胞 及 细胞 碎片 ;而 如 
果 蛋 白质 是 以 包含 体形 式 积累 的 ， 则 匀 浆 之 后 通过 低速 离心 收集 包含 体 ， 清 洗 之 后 ， 再 通过 
适当 的 方式 溶解 包含 体 (第 2 章 )。 

对 于 非 骨 肠 道 使 用 的 蛋白 质 产品 来 说 ， 至 少 要 进行 3 次 层 析 纯化 。 尽 管 有 许多 种 层 析 技 
术 ， 但 在 工业 上 最 常用 的 是 离子 交换 〈 最 普遍 )、 亲 和 层 析 、 朴 水 层 析 和 凝 胶 过 滤 层 析 。 由 
于 以 下 几 个 原因 ， 凝 胶 色谱 层 析 通 常 被 安排 在 最 后 一 步 : 首先 它 可 以 有 效 地 区 分 在 前 面 纯化 
过 程 中 形成 的 蛋白 质 二 聚 体 或 高 分 子 量 聚 合体 ;也 能 有 效 地 去 除 亲 和 层 析 遗 留 下 的 配 体 分 
T; 但 是 ， 凝 胶 层 析 柱 的 装载 量 较 小 ， 而 且 层 析 时 流速 要 慢 ， 因 此 其 操作 成 本 通常 很 高 ， 对 
于 下 游 处 理 来 讲 ,“ 时 间 就 是 金钱 ”这 句 格言 说 得 太 对 了 。 此 外 ， 通 过 凝 胶 过 滤 ， 可 用 相关 
的 洗 脱 液 清 洗 而 将 终 产 品 蛋白 质 置 换 在 利于 最 终 处 理 或 贮存 的 缓冲 液 中 。 

尽管 像 FPLC 等 中 等 压力 的 制备 系统 以 及 高 压制 备 系统 在 工业 上 越 来 越 重要 ， 但 至 今 许 
多 层 析 系统 还 是 在 低压 条 件 下 进行 的 〈 第 3 章 )。 层 析 每 一 步 中 的 纯化 度 可 以 通过 分 析 目标 
蛋白 在 总 蛋白 中 的 含量 来 监测 。 

不 像 传统 的 药物 制剂 ， 许 多 治疗 性 蛋白 质 是 热 不 稳定 的 ， 温 度 高 于 40 ~ SOC 时 会 失 活 
因此 ， 对 产品 最 后 进行 热 灭 菌 〈 如 高 压 灭 菌 ) 处 理 是 不 可 取 的 ， 而 且 在 许多 情况 下 ， 由 于 没 
有 合适 的 放射 设施 以 及 有 些 蛋白 质 会 受 放射 影响 ， 因 此 放射 灭 菌 在 实践 中 也 不 太 可 行 。 

治疗 和 诊断 用 蛋白 质 通过 过 滤 灭 菌 接着 将 其 经 严格 的 无 菌 技术 转 人 终 容 器 〈 提 前 灭 过 基 
的 ) 中 。 过 滤 灭 菌 使 用 0. 225m 或 者 孔径 更 小 的 滤 膜 ， 这 些 滤 膜 可 以 除去 细菌 和 真菌 ， 但 不 
- 定 能 去 除 所 有 的 病毒 和 支原体 。 过 滤 过 程 中 还 经 常 在 0. 220m 的 滤 膜 过 滤 之 前 通过 嵌 人 的 
1. Oum 或 者 0. 45pm 孔径 的 滤 膜 进行 一 次 过 滤 。 在 过 滤 过 程 中 ， 所 用 的 滤 膜 决 不 能 影响 产 
品 ， 因 此 纤维 素 滤 膜 应 避免 使 用 而 且 要 确保 产品 的 成 分 在 过 滤 过 程 中 没有 改变 或 减少 。 在 完 
成 一 次 过 滤 后 还 应 检查 滤 膜 的 完整 性 。 

在 条 件 下 制备 产品 时 污染 的 可 能 性 与 下 列 三 个 参数 有 关 : 空气 中 微生物 的 浓度 ; 
加 用 来 装 产品 的 容器 的 瓶 口 直径 ， 加 开口 的 容器 暴露 于 环境 中 的 时 间 长 短 。 以 上 任 一 参数 值 
的 减 小 都 减少 了 无 菌 充 装 过 程 中 偶然 的 微生物 污染 的 可 能 性 。 空 气 中 微生物 的 浓度 可 以 通过 
在 一 个 清洁 的 环境 中 执行 所 有 的 操作 和 减少 无 菌 操 作 过 程 中 参与 的 人 数 来 减少 。 从 这 个 角度 
考虑 ， 设 计 和 安装 高 度 自动 化 的 无 菌 充 装 设备 应 该 可 以 大 大 地 减少 污染 的 可 能 性 。 许多 自动 
化 的 充 装 设备 可 以 买 到 ， 而 且 有 些 可 以 原 地 清洗 并 接着 进行 蒸汽 灭 菌 。 为 了 进一步 减少 污染 
的 可 能 性 ， 用 来 充 装 的 容器 口 的 直径 应 尽 可 能 小 ， 而 且 充 装 操作 应 该 以 最 快 的 速度 进行 。 用 
来 进行 无 菌 充 装 的 灭 菌 的 液态 制剂 可 以 加 入 一 定 终 浓度 的 适当 的 抗 微生物 的 防腐 剂 。 如 胰岛 
素 注射 液 ， 通 常 含有 0. 1% ~0. 25 兴 的 苯酚 或 甲 酚 作为 防腐 剂 。 如 果 终 产品 是 以 粉剂 的 形式 
出 售 的 ， 可 以 按 第 3 章 中 介绍 的 方法 对 其 进行 冻 干 处 理 。 


4.2 ”治疗 性 蛋白 质 产品 一 一 一 些 特殊 的 问题 


在 生产 不 经 胃 肠 道 使 用 的 治疗 性 蛋白 质 产品 时 ， 还 必须 严格 遵守 一 些 规范 。 因 为 这 一 类 
的 药物 使 用 模式 会 使 蛋白 质 或 药物 直接 地 进入 血 流 ， 人 体 通过 对 外 源 分 子 天 然 的 同化 机 制 如 
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皮肤 或 胃 肠 道 防御 系统 无 法 起 作用 ， 所 以 在 生产 这 些 治疗 性 蛋白 质 产品 时 所 采用 的 操作 方案 

的 每 个 方面 都 必须 按照 很 高 的 安全 标准 来 考虑 。 操 作 过 程 必 须 在 经 严格 控制 的 环境 〈 清 洁 的 

环境 ) 下 进行 ， 与 产品 直接 接触 的 设备 的 清洁 、 净 化 和 消毒 也 尤其 重要 。 制 造 过 程 中 使 用 的 

溶剂 或 稀释 液 基本 上 都 是 高 纯度 的 水 ， 称 作 注 射 用 水 (water for injections，WFI) 。WFI iÑ 

常 都 是 在 生物 制药 厂 内 部 通过 将 去 离子 水 进行 蒸馏 和 反 相 渗透 制备 的 〔 见 图 4. 7)。 
输入 的 饮用 水 


沙子 深层 过 滤器 | 一 ~| 膜 过 小 (5 一 20pm) 激活 的 碳 柱 离子 交换 } 去 离子 水 ( 纯 水 ) 
(阳离子 和 阴离子 ) 


反 向 渗透 和 /或 蒸馏 
注射 用 水 注射 用 水 
图 4.7 饮用 水 纯化 为 生物 制药 用 水 的 一 般 系统 
通过 阳离子 和 阴离子 交换 柱 的 水 称 为 “ 纯 水 ”或 “去 离子 ”水 。 注 射 用 水 的 
生产 还 项 后 续 的 匣 馏 或 反 向 湛 透 步骤 


4.2.1 清洁 区 


清洁 区 是 指 内 部 综合 环境 条 件 受 严格 控制 的 经 特殊 设计 的 房间 。 这 些 房间 的 房 硕 上 
安装 有 高 效 的 微粒 空气 过 滤器 CHEPA [Lm ABS 
过 滤器 )， 进 入 清洁 区 的 所 有 空气 都 通 HEPA 过 滤器 
过 HEPA 进行 过 滤 。 根 据 过 滤器 清除 微 
粒 物质 的 能 力 可 对 其 进行 分 级 。 房 间 内 
的 空气 通常 经 装 在 刚刚 高 出 地 面 的 墙 上 
的 特殊 的 出 口 流出 房间 ， 而 HEPA 过 滤 


器 一 般 平整 地 放 在 屋顶 区 的 上 方 以 关 0] aaa T— 
经 过 滤 的 相对 均衡 的 向 下 气流 至 整个 房 
间 (图 4.8)。 图 4.8 通过 清洁 的 房间 的 HEPA 过 滤 的 空气 流 的 示意 图 


4.2.2 清洁 、 去 污染 和 消毒 


清洁 ， 也 可 称 作 去 “ 脏 "， 这 里 的 “ 脏 ” 包 括 常规 的 下 游 加 工 中 在 加 工 设 备 和 加 工区 域 
中 积累 的 有 机 物质 和 无 机 物质 。 这 样 ， 目 标 蛋 白 洗 脱 后 层 析 柱 上 滞留 的 任何 蛋白 质 或 其 他 分 
子 均 被 认为 是 “ 脏 物 ”。 去 污染 指 的 是 不 合 需要 的 物质 如 内 毒素 、 别 的 热 原 物 质 以 及 其 他 的 
有 害 物质 如 病毒 等 的 灭 活 和 清除 。 消 毒 指 的 是 有 生命 力 的 有 机 物 的 清除 和 失 活 。 在 大 多 数 但 
并 不 是 所 有 情况 下 ， 清 洁 程序 同时 也 是 很 有 效 的 净化 和 消毒 手段 ， 这 些 程序 既 被 用 于 加 工 设 
备 ， 也 用 于 进行 生产 过 程 的 加 工区 。 加 工 设备 的 清洁 、 去 污染 和 消毒 是 任何 一 种 制造 程序 的 
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组 成 部 分 ( 表 4. 1)。 

能 够 被 分 离 和 拆除 的 加 工 设备 ， 相 对 来 讲 ， 比 较 容易 清洁 和 消毒 ， 因 为 这 样 加 工 容器 可 
用 高 纯度 的 水 进行 彻底 的 冲洗 和 擦洗 。 也 可 以 使 用 清洁 剂 ， 但 随后 必须 用 注射 用 水 清洗 干 
净 。 可 拆卸 的 管子 也 可 以 用 相似 的 方法 进行 清洗 。 泵 及 其 他 设备 如 离心 机 如 果 可 能 的 话 都 要 
拆 开 ， 以 便 对 其 组 成 部 件 进行 彻底 的 清洗 。 这 样 的 清洁 程序 可 去 除 所 有 的 “ 赃 ” 物 ， 也 可 明 
显 地 减少 有 生命 力 的 微生物 ,但 并 不 能 够 保证 无 菌 。 组 成 部 件 可 用 多 种 方式 如 湿热 和 干 热 、 
放射 照射 及 化 学 试剂 等 方式 进行 灭 菌 。 用 化 学 试剂 如 甲醛 、 次 氧 酸 盐 和 过 氧化 物 等 对 任何 处 
理 设备 进行 灭 菌 时 ， 必 须 非 常 小 心 ， 以 防止 痕 量 的 这 些 化 学 物质 残留 在 消毒 的 设备 上 ， 这 样 
在 后 续 的 生产 过 程 中 会 污染 产品 。 许 多 处 理 设备 以 及 辅助 设备 如 软 管 和 别 的 塑料 材料 都 可 以 
通过 高 压 进行 有 效 的 灭 菌 ， 在 用 之 前 ， 大 部 分 过 滤器 都 需要 安装 在 它们 后 面 的 机 架 ( 通 常 是 
不 锈 钢 模具 ) 上 ， 同样 也 进行 高 压 灭 菌 。 

用 通过 蒸气 流 的 方法 ， 并 保持 一 段 适当 的 时 间 ， 可 对 加 工 设备 如 金属 管 或 一 些 容器 的 内 
< 菌 。 对 没有 从 它们 正常 运行 部 位 分 解 或 拆 离 的 固定 设备 进行 清洁 和 消毒 ， 通 常 称 
fi (cleaning in place，CIP)。 所 有 的 加 工 设备 都 需要 进行 定期 的 清洁 ， 但 只 有 那 
些 与 产品 直接 接触 的 设备 件 才 需 要 经 常 灭 菌 。 

层 析 系 统 需要 定期 的 清洁 、 净 化 和 消毒 ， 这 些 系 统 通常 是 在 原 位 进行 清洁 的 。 在 装 柱 或 
重 装 柱 之 前 ， 柱 子 和 凝 胶 基质 可 以 分 开 清洁 或 灭 菌 。 灭 菌 之 前 ， 层 析 柱 应 该 拆 下 来 并 细心 地 
清洁 ， 首 先 用 适当 的 清洁 剂 ， 然 后 用 高 纯度 的 水 进行 彻底 的 淋 洗 ， 接 下 来 ， 根 据 柱子 制造 材 
料 的 不 同 可 以 通过 高 不 灭 菌 或 用 化 学 试剂 如 氢 氧 化 钠 (NaOH) 进行 处 理 。 尽 管 在 某 些 情况 
下 使 用 化 学 物质 如 次 氨 酸 盐 或 过 氧化 物 进行 处 理 ， 但 大 部 分 的 层 析 介 质 是 通过 高 压 灭 茵 的 

治疗 性 蛋白 质 生产 中 清洁 、 去 污染 和 消毒 所 要 清除 的 杂质 为 : 细胞 碎片 、 沉 淀 或 聚集 的 
物质 、 一 般 的 微粒 物质 、 热 原 物质 、 病 毒 粒子 、 微 生物 、 前 面 生产 循环 残留 的 痕 量 慢 白 质 或 
其 他 分 子 、 脂 及 其 相关 物质 。 

在 用 相关 的 凝 胶 材 料 包装 柱子 时 ， 很 有 必要 设计 一 个 方案 来 使 层 析 系 统 得 到 有 效 的 原 位 
清洁 〈CIP)。 有 几 种 清洁 剂 和 消毒 剂 可 以 使 用 。 在 完成 一 次 生产 后 ， 用 几 倍 于 柱 体积 的 水 
或 适当 的 缓冲 液 冲 洗 可 冲 出 许多 柱 的 污染 物 。 用 浓缩 的 中 性 盐 溶 液 如 KCI 或 NaCl， 通常 可 
以 有 效 地 清除 沉淀 的 或 聚集 的 蛋白 质 ， 或 其 他 微弱 地 结合 于 凝 胶 上 的 分 子 。 在 缓冲 液 中 加 入 
整合 剂 如 EDTA 有 助 于 清除 依然 结合 在 凝 胶 上 的 金属 离子 。 为 了 清除 紧密 结合 的 物质 ， 接 
下 来 可 以 用 NaOH 溶液 清洗 ， 在 某 些 情况 下 也 有 用 清洁 剂 的 。 另 外 在 一 些 情况 下 ， 柱 子 可 
能 被 脂 类 物质 污染 ， 这 种 情况 非常 麻烦 ， 因 为 脂 类 物质 在 40 一 60 信 是 可 溶 的 ， 所 以 将 柱子 
的 温度 升 到 这 个 温度 可 能 会 有 效 清除 脂 类 ， 但 这 种 方法 只 有 在 这 样 的 温度 变化 不 对 层 析 柱 的 
分 级 特性 造成 影响 的 情况 下 才 可 以 使 用 。 

氢 氧 化 钠 是 一 种 广泛 应 用 的 原 位 清洁 试剂 ， 它 不 仅 可 以 有 效 地 清除 紧密 结合 于 凝 胶 基质 
上 的 多 种 污染 物 ， 而 且 可 以 清除 和 破坏 热 原 性 物质 如 细 著 内 毒素 、 病 毒 颗粒 以 及 细 萌 等 。 氢 
氧化 钠 的 广泛 应 用 不 光 是 因为 它 是 一 种 有 效 的 清洁 试剂 ， 也 与 其 容易 购买 和 价格 便宜 有 关 。 

生物 源 性 材料 中 是 否 含有 病原 性 病毒 颗粒 一 直 是 一 个 备 受 关注 的 问题 。 许 多 病毒 含有 致癌 基 
因 ， 有 的 还 是 一 些 严重 疾病 如 肝炎 或 艾滋 病 的 病原 体 。 而 NaOH 可 在 几 分 钟 之 内 灭 活 艾滋 病毒 。 

NaOH 作为 一 种 清洁 剂 和 消毒 剂 ， 其 效果 取决 于 所 使 用 的 浓度 和 作用 的 时 间 。 通 常情 
WLR, NaOH 是 以 0.5 一 1.0moU/L 的 浓度 使 用 的 ， 与 凝 胶 的 作用 时 间 应 达到 一 个 小 时 或 更 
长 时 间 ， 而 且 必 须 在 凝 胶 及 柱子 的 所 有 组 分 与 其 相 容 时 才能 使 用 。 许 多 层 析 介质 可 以 在 
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NaOH 中 保持 一 定 的 时 间 而 不 会 对 其 产生 负 影 响 ， 但 硅胶 不 行 ， 因 为 其 在 pH 值 高 于 8. 0 时 
就 会 马上 溶解 。 在 与 NaOH 接触 之 后 ， 层 析 介质 应 该 立即 用 无 菌 、 无 热 原 的 水 或 合适 的 组 
冲 液 进行 全 面 的 冲洗 ， 这 种 在 原 位 清洁 后 对 NaOH 进行 有 效 的 清除 是 很 必要 的 ， 它 可 以 防 
止 长 期 暴露 于 碱 性 条 件 下 所 引起 的 柱子 变质 ， 并 可 确保 下 一 次 生产 时 产品 免 受 残余 的 
NaOH 的 污染 。 

如 果 能 在 整个 层 析 系 统 的 设计 过 程 中 考虑 工序 卫生 的 话 ， 对 其 进行 有 效 的 原 位 清洗 就 会 
大 大 地 简化 。 如 凝 胶 和 柱子 种 类 的 选择 决定 了 可 以 使 用 什么 样 的 原 位 清洁 试剂 ， 层 析 柱 及 其 
辅助 设备 的 设计 决定 了 其 对 微生物 污染 的 易 感 性 ， 而 阀门 和 管道 的 连接 处 是 最 容易 被 微生物 
污染 的 部 位 ， 尤 其 是 管道 连接 处 的 设计 不 能 含有 清洗 时 的 盲区 。 


4. 3 ”蛋白质 类 治疗 性 产品 中 杂质 的 种 类 及 其 在 医学 上 的 意义 


对 于 非 肠 道 使 用 的 蛋白 质 ， 决 不 能 含有 任何 可 能 对 使 用 此 类 药物 的 患者 有 负 作用 的 杂质 
成 分 。 表 4. 1 中 列 出 了 常见 的 杂质 。 
RAL 治疗 性 蛋白 质 产品 中 杂质 的 种 类 及 其 在 医学 上 的 意义 


D M 
可 能 产生 严重 的 微生物 感染 一 一 败血症 
可 能 产生 严重 的 病毒 感染 
发 热 反 应 ,严重 时 导致 死亡 
不 太 清楚 一 一 有 可 能 会 产生 免疫 反应 
免疫 反应 。 如 果 具 有 不 利 的 生物 活性 的 话 可 能 产生 负 效应 


病毒 粒子 
热 原 质 
DNA 
污染 蛋白 
下 游 处 理 中 所 用 的 大 部 分 技术 是 用 来 将 蛋白 质 分 子 彼此 分 开 的 ， 也 就 是 说 将 目标 蛋白 从 
起 始 材料 中 的 数 百 种 、 大 多 数 情况 下 甚至 是 数 千 种 蛋白 质 中 纯化 出 来 。 大 多 数 情况 下 ， 也 可 
以 通过 下 游 处 理 过 程 中 一 步 或 多 步 的 蛋白 质 分 馏 步骤 将 非 蛋 白质 类 的 杂质 有 效 地 清除 ， 但 在 
一 些 情况 下 ， 要 清除 某 些 杂 质 ， 必 须 使 用 一 些 特殊 的 程序 。 
这 一 章 接 下 来 的 部 分 主要 来 讨论 蛋白 质 产品 中 各 种 潜在 的 杂质 、 其 在 医学 上 的 意义 以 及 
从 终 产品 中 减少 和 清除 这 些 杂质 的 方法 。 


4.3.1 微生物 污染 物 


非 肠 道 使 用 的 治疗 性 产品 ， 除 了 活 菌 苗 之 外 ， 必 须 是 无 菌 的 。 终 产品 中 微生物 的 污染 ， 
不 仅 会 存在 产品 的 微生物 降解 问题 ， 而 且 会 在 受 体 病人 中 引发 严重 的 微生物 感染 。 将 有 生命 
力 的 微生物 直接 导入 血 流 可 引起 一 系列 严重 的 疾病 ， 如 主要 特征 是 由 血 流 中 的 病原 菌 或 其 产 
生 的 毒素 而 引起 的 各 种 组 织 的 大 范围 的 损伤 或 败坏 的 败血症 等 。 

在 下 游 处 理 过 程 中 ， 大 部 分 的 蛋白 质 产 品 都 会 存在 微量 的 微生物 污染 。 有 些 情况 下 ， 这 
些微 生物 是 曾 用 来 生产 目标 蛋白 的 ， 而 其 他 情况 下 ， 微 生物 污染 物 则 来 自 周围 环境 、 无 菌 处 
理 设备 以 及 从 事 下 游 处 理 的 工作 人 员 。 

在 一 些 情况 下 ， 产 品 的 处 理 过 程 中 需 进 行 一 次 或 多 次 的 过 滤 。 在 下 游 处 理 过 程 中 ， 可 在 
某 些 关 键 点 对 产品 进行 取样 ， 通 过 微生物 分 析 确定 微生物 的 含量 ， 并 在 此 基础 上 决定 是 否 增 
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加 过 滤 步 又。 同时 ， 下 游 处 理 过程 中 各 个 关键 性 的 工作 点 和 正常 的 工作 环境 中 都 要 放置 开 盖 
的 琼脂 糖 平板 ， 如 果 这 些 平 板 上 长 出 的 微生物 很 多 ， 说 明 在 此 阶段 产品 可 能 被 微生物 污染 
接 下 来 就 必须 采取 适当 的 措施 来 鉴定 、 减 少 或 消除 污染 的 微生物 。 


4.3.2 病毒 污染 物 


通常 认为 传统 的 化 学 药物 不 存在 病毒 污染 ， 但 是 治疗 性 蛋白 质 产品 则 可 能 存在 这 种 污 
染 。 大 部 分 人 可 能 认为 病毒 是 来 自 下 游 处 理 过 程 中 被 病毒 感染 的 工作 人 员 或 污染 的 设备 ， 但 
通常 情况 下 ， 病 毒 颗 粒 是 来 自 感 染 的 起 始 材料 。 利 用 人 的 组 织 、 血 液 或 尿 制备 的 产品 可 能 含 
有 许多 人 类 病毒 污染 物 〈 见 表 4. 2) 。 艾 滋 病 毒 和 乙肝 病毒 是 两 种 最 常见 的 污染 物 。 


人 免疫 缺 
乙肝 病毒 
AK Tk ERO HE CHTLV-1, HTLV-I 
单纯 疱疹 病毒 (HSV) 


乙 型 肝炎 的 病原 体 

可 引起 白血病 

HSV-1 是 疱疹 性 口腔 炎 ` 唇 炎 和 角膜 结膜 炎 的 主要 病原 体 !HSV-2 是 生殖 
器 疱疹 的 主要 病原 体 

是 普通 疣 的 病原 体 ,也 与 肛 管 癌 有 关 

通常 没有 症状 ,但 在 免疫 失调 的 病人 中 会 引起 严重 的 机 会 性 感染 

会 引起 与 Burkitt 淋巴 六 和 各 啊 痛 相 关 的 感染 性 单 核 细胞 增多 症 


人 类 乳头 淋巴 瘤 病毒 
巨细 胞 病毒 (CMV) 
E 病毒 (EBV) 

-此 不 经 肠 道 使 用 的 蛋白 质 是 牛 源 性 的 ， 如 胰岛 素 和 促 卵泡 激素 。 此 外 ， 细 胞 培养 基 中 
常会 含有 牛 血清 和 胎 牛 血清 。 像 人 源 性 蛋白 质 一 样 ， 牛 源 性 的 蛋白 质 通常 也 是 从 混合 样品 组 
织 中 纯化 到 的 ， 这 样 只 有 其 中 的 一 个 样品 有 污染 ,所 有 的 起 始 材料 就 会 被 污染 。 牛 源 性 生物 
产品 中 最 可 能 的 污染 病毒 包括 感染 性 的 牛 鼻 气 管 炎 病毒 和 牛 免疫 缺陷 病毒 。 

动物 细胞 培养 是 某 些 治疗 上 有 益 的 蛋白 质 生产 的 重要 途径 ， 因 此 许多 鼠 病毒 如 淋巴 脉络 
从 脑膜 炎 病 毒 就 可 能 是 用 鼠 杂 交 系 生产 单 克隆 抗体 时 潜在 的 污染 源 。 在 许多 治疗 性 重组 蛋白 
生产 过 程 中 所 用 的 中 国 仓鼠 卵巢 细胞 (chinese hamsterovary, CHO) 或 仓鼠 肾 细胞 (baby 
hamster kidney, BHK) 也 可 能 携带 有 细胞 病毒 (第 5 一 8 章 ) 。 

通过 使 用 无 病毒 污染 的 原材料 大 多 数 情况 下 可 以 有 效 地 清除 病毒 污染 及 其 相关 的 潜在 的 
健康 问题 。 纯 化 开始 前 要 对 每 一 个 起 始 组 织 进行 检验 以 清除 所 有 的 带 病 的 样品 ， 且 供 体 兽 群 
不 能 带 病 。 动 物 细胞 培养 技术 的 发 展 实现 了 无 血清 培养 基 的 细胞 培养 ， 是 一 个 很 大 的 突破 ， 
有 效 地 消除 了 这 些 细胞 产品 受 牛 源 性 病毒 污染 的 可 能 性 。 同 时 ， 用 重组 微生物 系统 生产 治疗 
用 蛋白 质 也 减少 了 终 产品 受 临床 上 重要 病毒 污染 的 可 能 性 。 

为 减少 终 产品 中 的 病毒 污染 ， 通 常 采用 两 种 策略 ; 第 一 种 是 在 下 游 处 理 过程 中 加 入 破坏 
病毒 的 特殊 的 步骤 ;第 二 种 是 确保 一 个 或 多 个 纯化 步骤 可 以 有 效 地 从 目标 蛋白 中 分 离 出 污染 
的 病毒 颗粒 。 

在 许多 纯化 程序 中 没 必要 都 进行 专门 的 病毒 灭 活 ， 一 些 缓冲 液 成 分 或 其 他 的 化 学 添加 剂 
就 可 以 灭 活 许多 脆弱 的 病毒 颗粒 。 可 用 来 专门 灭 活 病毒 的 步骤 包括 热处理 和 放射 性 处 理 将 
温度 提高 到 35 ~ 60°C 并 维持 几 小 时 可 灭 活 大 部 分 病毒 ， 广 泛 应 用 于 灭 活血 源 性 的 病毒 ， 一 
些 最 新 的 研究 调查 了 高 温 短 时 间 的 灭 病毒 效果 。 紫 外 照射 也 被 作为 一 种 灭 活 病毒 的 手段 在 应 
用 ， 其 他 一 些 方法 如 暴露 在 极端 的 pH 条 件 和 通过 0. Lum 或 0. 2pm 的 滤 膜 进行 多 次 重复 过 
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滤 等 尚 需 进行 评价 。 但 这 些 方法 可 能 会 对 目标 蛋白 有 一 定 的 损害 。 

蛋白 质 纯化 系统 中 的 许多 步骤 可 以 有 效 地 将 病毒 颗粒 从 蛋白 质 中 分 离 出 来 ， 尤 其 是 对 于 
层 析 分 离 来 说 。 病 毒 颗粒 和 蛋白 质 分 子 具 有 许多 不 同 的 理化 特性 ， 某 些 情况 下 ， 病 毒 污染 物 
会 吸附 在 层 析 柱 上 而 从 蛋白 质 中 分 离 ， 但 这 样 必 须 对 柱子 进行 经 常 地 原 位 清洁 。 另 外 一 些 情 
况 下 ， 也 可 以 通过 病毒 和 蛋白 质 以 不 同 的 速度 通过 柱子 而 进行 分 离 。 凝 胶 过 滤 提 供 了 一 种 非 
常 有 效 的 病毒 清除 方法 。 

成 功 的 病毒 检测 实验 的 主要 问题 是 需要 建立 一 个 敏感 的 分 析 系统 。 目 前 许多 分 析 只 能 检 
测 某 一 种 特异 的 病毒 或 者 某 一 组 相关 的 病毒 ， 因 此 许多 情况 下 只 能 针对 原材料 中 最 有 可 能 出 
现 的 病毒 来 进行 检测 和 分 析 。 

有 许多 种 检测 方法 可 用 ， 如 使 用 病毒 特异 的 DNA 探 针 ， 常 用 于 鉴定 某 些 人 类 逆转 录 病 
毒 如 HTLV-1 R HTLV-2， 其 他 的 病毒 诊断 方法 建立 在 免疫 学 基础 上 如 酶 联 免疫 吸附 Cen- 
zyme-Linked immunosorbent assays, ELISA, 第 9 #). 

一 些 体 外 的 病毒 检测 包括 将 可 能 感染 的 样品 和 对 一 些 人 或 鼠 病毒 敏感 的 检测 细胞 系 孵 
育 ， 过 14d 或 更 长 时 间 后 检测 敏感 细胞 系 相关 的 细胞 病理 变化 ， 从 而 推测 样品 是 否 被 感染 。 

也 可 以 用 某 些 鼠 、 免 或 仓鼠 抗体 产生 试验 (MAP、RAP 或 HAP) 来 检测 各 种 病毒 的 
存在 与 否 。 其 过 程 是 用 试验 样品 注射 鼠 、 免 或 仓鼠 ，4 周 后 收集 血清 ， 检 测 是 否 有 识别 某 些 
病毒 抗原 的 抗体 出 现 。 

必须 通过 大 范围 的 验证 实验 来 确保 纯化 过 程 中 使 用 的 蛋白 质 纯化 方案 能 有 效 地 灭 活 任何 
污染 的 病毒 或 将 这 些 病 毒 从 终 产 品 中 分 离 出 去 。 通 常 是 在 要 从 其 中 纯化 目标 蛋白 的 原材料 加 
入 一 定量 的 病毒 颗粒 ， 然 后 进行 全 程 的 纯化 程序 ， 这 种 纯化 过 程 一 般 是 缩小 至 实验 室 规模 上 
进行 的 ， 在 纯化 过 程 的 每 一 步 后 都 要 检测 病毒 的 失 活 或 清除 情况 ， 最 后 可 算出 病毒 的 减少 
因子 。 

通常 ， 这 些 验证 实验 研究 中 要 使 用 至 少 3 种 不 同 病 毒 的 混合 物 ， 病 毒 种 类 的 选择 依据 于 
许多 因素 ， 包 括 原材料 中 最 有 可 能 出 现 的 病毒 的 情况 ， 所 选 的 病毒 必须 具有 一 些 理化 特性 
(大 小 和 形态 等 )， 并 且 都 应 该 易于 检测 。 

尽管 所 使 用 的 病毒 数量 会 根据 情况 有 所 变化 ， 但 一 般 都 会 使 用 达 1X 10" 个 的 病毒 颗粒 。 
小 规模 纯化 过 程 中 累积 病毒 灭 活 或 清除 效果 应 达到 10" 以 上 ， 这 样 ， 一 次 剂量 的 终 产品 中 含 
有 一 个 病毒 颗粒 的 可 能 性 应 该 不 会 超过 百 万 分 之 一 。 


4.3.3 热 原 质 污染 物 


热 原 质 是 另 一 类 非 肠 道 使 用 的 产品 中 危险 的 污染 物 ， 它 的 存在 是 非常 烦人 的 。 热 原 质 是 
一 类 影响 下 丘脑 体温 调控 功能 的 物质 ， 有 多 种 化 学 物质 和 微粒 物质 可 以 是 热 原 质 。 通 过 使 用 
综合 处 理 的 原材料 、 处 理 过 程 进行 严格 的 质量 控制 并 且 坚持 很 好 的 生产 实践 原则 ， 可 以 避免 
终 产品 中 此 类 物质 的 污染 。 大 多 数 非 经 肠 道 使 用 的 溶液 在 进入 终 产 品 容器 时 都 要 通过 
0. 45pm 或 0. 22pm 滤 膜 的 过 滤 ， 这 样 可 以 去 除 可 能 引发 受 体 病人 热 原 性 反应 的 微粒 物质 。 

但 是 ， 到 目前 为 止 最 常见 的 污染 产品 的 热 原 质 是 来 源 于 细胞 的 内 毒素 。 由 于 其 广泛 存 
在 ,控制 它 的 污染 相当 困难 。 内 毒素 是 来 源 于 革 兰 阴性 细菌 细 胞 壁 的 脂 多 糖 (Lipolysaccha- 
ride, LPS) 物质 ， 不 像 革 兰 阳性 细菌 的 细胞 壁 是 由 厚 厚 的 肽 聚 糖 保护 层 组 成 ， 革 兰 阴性 菌 
的 细胞 膜 由 包 在 外 面 的 外 膜 和 里 面 的 一 层 肽 聚 糖 层 组 成 ， 外 膜 主 要 由 磷酸 酯 、 脂 多 精 和 蛋白 
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质 组 成 。 脂 多 糖 ， 即 内 毒素 ， 巾 黏附 于 类 脂 A〈 将 此 结构 锚 定 于 膜 上 ) 上 的 核心 多 糖 及 伸 出 
BRASH O 抗原 组 成 。 除 含有 半 乳 糖 、 葡 萄 糖 和 N- 乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 等 己 糖 外 ， 核 心 多 
糖 还 含有 一 些 7 RE ORE. ，C 侧 链 多 糖 除 含有 一 些 己 糖 如 葡萄 糖 、 半 乳糖 和 甘露 糖 之 外 ， 
还 含有 一 些 更 为 不 常见 的 双 去 氧 糖 如 阿 比 可 糖 和 泊 雷 糖 。 脂 结构 不 含有 甘油 ， 其 脂肪 酸 是 
(通过 脂 键 ) 直 接连 接 到 N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 上 。 现 在 认为 脂 类 成 分 是 脂 多 糖分 子 主要 的 毒性 
成 分 ,而 多 糖 则 减弱 了 其 水 溶性 。 但 必须 强调 的 是 ， 并 不 是 所 有 的 革 兰 阴性 菌 的 脂 多 糖分 子 
都 有 毒性 效应 。 革 兰 阴性 菌 的 裂解 可 释放 出 自由 的 内 毒素 分 子 。 下 游 处 理 过 程 中 ， 革 兰 阴 性 
菌 的 存在 ， 尤 其 是 其 裂解 可 导致 产品 被 大 量 的 内 毒素 污染 。 

内 毒素 的 一 个 在 临床 上 最 显著 的 反应 是 发 热 ， 即 热 原 性 反应 。 这 种 效果 是 间接 的 。 内 毒 
索 作 为 一 个 潜在 的 刺激 因子 刺激 巨 叭 细胞 产生 白介素 1 (IL-1)， 白 介 素 1 也 作为 一 种 内 源 性 
的 热 原 质 ， 继 而 又 引起 发 热 反 应 。 内 毒素 是 这 种 刺激 系统 潜在 的 激活 子 ， 在 败 血 性 休克 的 产 
生 中 是 必需 的 。 尽 管 败血症 通常 是 由 于 革 兰 阴性 菌 〈 血 中 含有 革 兰 阴性 菌 ) 引起 的 高 水 平 循 
环 的 内 毒素 引起 的 ， 但 经 注射 获得 的 内 毒素 至 少 也 会 激发 部 分 的 败 血 性 休克 ， 这 是 一 种 非常 
危险 的 疾病 ， 严 重 时 可 导致 病人 死亡 (图 4. 9)。 


严重 发 热 | 一 -| 代谢 性 的 配 中 毒 | 一 -|_ 浆 漫 性 血管 内 在 和 


x ch emeen |- | 成 人 呼吸 罕 迫 综合 征 
图 4.9 与 败血症 相关 的 临床 症状 


有 多 种 方法 可 检测 非 经 肠 道 使 用 的 制剂 中 是 否 含有 热 原 质 。 比 较 古老 且 最 广泛 使 用 的 方 
法 是 免试 验 ， 让 免 非 经 肠 道 使 用 一 部 分 产品 ， 然 后 监测 兔子 的 体温 变化 。 这 种 方法 能 够 检测 
多 种 热 原 性 物质 ， 但 它 也 有 许多 局 限 性 。 整 个 实验 过 程 劳动 量 较 大 、 浪 费 空 间 和 时 间 旦 需要 
操作 实验 动物 的 专业 技术 人 员 。 所 用 兔子 的 情绪 也 会 影响 实验 结果 。 大 规模 的 兔 实 验 中 兔子 
之 间 的 个 体 差 异 ， 同 样 可 能 会 导致 不 同 的 评判 标准 。 另 一 种 体外 检测 方法 是 当 内 毒素 刺激 的 
变形 细胞 溶解 物 凝结 试验 。 

20 世纪 50 年 代 中 期 以 来 ， 人 们 就 知道 革 兰 阴性 菌 感染 可 引起 美洲 党 Limulus poly- 
phemus) 凝血 ， 该 凝血 因子 存在 于 这 种 党 的 循环 血细胞 〈 称 变形 细胞 ) 内 ， 内 毒素 的 存在 
可 以 激活 这 些 凝结 剂 。 科 学 研究 已 经 发 


现 内 毒素 激活 的 级 联 反应 是 一 个 并 不 像 
C 因子 一 ~ 激活 的 C 因 了 高 等 动物 中 一 样 的 凝结 级 联系 统 ， 这 种 


级 联系 统 的 激活 不 仅 依赖 于 内 毒素 的 存 
在 ， 而 且 需 要 二 价 阳离子 如 镁 或 钙 的 存 
A 因子 ( 瞪 结 酶 原 ) 一 一 ~ 激活 的 A 因子 CREA) 在 。 这 种 凝结 级 联系 统 ( 见 图 4. 10) 的 
最 后 结果 是 将 无 活性 的 原 酶 经 蛋白 质 降 
解 而 成 为 有 活性 的 凝结 酶 ， 这 种 酶 催化 
[Eman] RSA HEY 〈 凝 结 原 ) IE 7K WE I 
do 而 形成 凝 周 素 和 自由 的 C 肽 段 ， 自 由 的 
SAFRRTh4kU. X kisdkosssgue 凝 因素 分 子 通过 非 共 价 键 相互 作用 从 而 
结 反应 。 党 变形 细胞 溶解 物 包含 了 凝结 系统 的 所 有 组 分 ， 导致 凝结 反应 。 
当 样 品 中 含有 内 毒素 时 。 将 二 者 一 起 峡 育 会 产生 凝结 反应 党 变形 细胞 溶解 物 凝 结 试验 (Lim- 


B 因子 一 一 ~ Bust B AF 


凝结 原 一 一 一 一 一 RIE CREER 
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ulus amoobocyte Lysate, LAL) 就 是 建立 在 这 种 凝结 系统 的 基础 上 ， 先 提取 和 清洗 党 变形 
细胞 ， 然 后 诱导 胞 内 裂解 。 可 利用 市 场 上 买 到 的 党 裂解 物 与 试验 样品 在 不 含 热 原 质 的 试管 中 
MA, LABS 1h。 只 要 试验 样品 中 含有 内 毒素 ， 就 会 激活 凝结 系统 ， 因 而 试管 中 就 会 出 
ARR. 

党 变形 细胞 溶解 物 凝结 试验 (LAL) 广泛 用 于 非 肠 道 使 用 制品 中 、 大 规模 使 用 的 试剂 
如 WFI 中 以 及 生物 液体 如 血清 或 脑脊液 中 内 毒素 的 检测 ， 其 广泛 使 用 说 明了 这 种 方法 具有 
敏感 、 快 速 、 特 异性 以 及 重复 性 较 好 的 优点 。 在 注射 用 水 和 非 肠 道 使 用 制品 溶液 内 毒素 检测 
中 ， 赏 变形 细胞 溶解 物 凝 结 试验 (LAL) 已 经 在 很 大 程度 上 替代 了 免 发 热 实 验 ， 它 可 以 检 
测 每 毫升 被 测 样品 中 几 皮 克 的 内 毒素 ， 这 种 敏感 性 尚 没有 别 的 方法 能 够 达到 。 但 这 种 方法 的 
高 度 特异 性 在 某 些 情况 下 却 是 一 个 缺点 ， 如 它 不 能 用 来 检测 非 内 毒素 的 热 原 性 物质 。 

对 涩 变形 细胞 溶解 物 凝 结 试验 (LAL) 应 用 于 各 种 生物 制药 过 程 中 的 可 行 性 必须 进行 
检验 。 尤 其 是 被 测 样品 中 的 任何 组 分 都 不 能 抑制 凝 胶 的 形成 ， 这 可 以 通过 在 被 测 样品 中 加 入 
一 定 已 知 量 的 内 毒素 来 解决 ， 如 果 存在 抑制 物质 ， 则 会 阻止 凝结 现象 。 党 变形 细胞 溶解 物 凝 
结 试验 (LAL) 可 修改 为 一 种 显 色 的 形式 ， 这 包括 将 被 测 样品 与 变形 细胞 溶解 物 及 适当 的 
显 色 底 物 共 钥 育 ， 底 物 通常 是 连接 了 显 色 剂 的 一 种 短 肽 ， 内 毒素 激活 凝结 系统 从 而 使 底 物 降 
解释 放出 游离 的 生 色 团 ， 与 结合 状态 的 生 色 团 不 同 ， 游 离 的 生 色 团 可 以 吸收 特定 波长 的 可 见 
光 ， 这 种 波长 下 的 吸收 值 反 映 了 被 测 样品 中 内 毒素 的 含量 ， 因 此 这 种 方法 是 可 定量 的 ， 显 色 
反应 很 快 ， 可 在 15min 内 形成 。 

处 理 设备 或 产品 中 的 内 毒素 可 用 多 种 方法 灭 活 或 清除 ， 但 脂 多 糖 LPS) 是 热 稳定 的 ， 
热处理 不 易 破 坏 。 经 干 热 (180°C F 3h 或 240C 下 1b) 或 湿热 (3 次 连续 的 高 压 灭 菌 ) 可 去 
除 热 抗 性 的 处 理 设备 和 党 变形 细胞 溶解 物 凝 结 试验 (LAL) 中 使 用 的 试管 上 的 热 原 质 。 

层 析 柱 通常 是 通过 在 原 位 清洁 过 程 中 用 NaOH 溶液 浸泡 、 用 无 热 原 质 的 水 或 缓冲 液 彻 
底 清洗 等 方法 来 去 除 热 原 质 ， 直 至 洗 出 液 中 不 含 热 原 质 。 下 游 处 理 过 程 中 应 该 尽量 减少 与 细 
菌 污 染 物 的 接触 ， 常 采取 以 下 措施 ，@ 确 保 所 有 相关 的 纯化 程序 是 在 经 控制 的 环境 条 件 〈 如 
清洁 室 ) 下 进行 ，@ 与 产品 接触 的 所 有 设备 须 经 过 清洁 和 消毒 ， 可 能 的 话 在 操作 之 前 还 须 进 
行 灭 菌 ，@ 防 止 下 游 处 理 各 个 阶段 细菌 的 生长 繁殖 。 如 果 目 标 蛋 白 是 来 源 于 革 兰 阴性 菌 ， 还 
必须 特别 小 心 内 毒素 的 污染 。 

内 毒素 分 子 同 大 多 数 蛋 白质 在 理化 特性 有 很 大 的 区 别 ， 这 样 ， 许 多 蛋白 质 分 馆 技 术 可 以 
有 效 地 从 目标 蛋白 中 分 离 出 内 毒素 ， 因 而 在 下 游 处 理 过 程 中 增加 一 个 专门 去 除 内 毒素 的 步骤 
是 没 必要 的 。 如 果实 在 需要 ， 一 般 都 是 利用 内 毒素 的 电荷 或 者 分 子 量 特性 将 其 特异 的 去 除 。 
虽然 单个 的 脂 多 糖分 子 的 分 子 质 量 不 足 20ku， 但 在 液 相 条 件 下 会 聚合 形成 100 一 1000ku 的 
大 分 子 ， 所 以 如 果 目 标 蛋 白 的 分 子 质量 小 于 100ku， 则 通过 凝 胶 过 滤 层 析 可 以 有 效 地 将 内 毒 
素 分 子 分 离 出 去 ， 相 反 ， 如 果 目 标 蛋 白 的 分 子 质量 大 于 100ku， 则 可 在 缓冲 液 中 加 入 整合 剂 
如 EDTA 等 ， 这 样 可 以 促使 内 毒素 分 子 解 聚 成 单 体形 式 ， 这 样 凝 胶 过 滤 层 析 就 可 以 将 内 毒 
素 和 目标 蛋白 分 离开 来 。 建 立 在 这 个 基础 上 的 分 离 也 可 以 用 适当 孔径 的 超 滤 膜 达到 同样 的 
效果 。 

脂 多 糖 LPS) 带 有 很 强 的 负电 荷 ， 因 而 大 多 数 的 离子 交换 步骤 可 以 将 内 毒素 从 蛋白 质 
中 分 离 出 去 ， 也 可 以 通过 用 表面 带 正 电荷 的 滤 膜 过 滤 将 大 体积 溶液 如 水 溶液 中 的 内 毒素 消 
除 。 当 溶液 中 含有 内 毒素 之 外 的 其 他 带 负 电荷 的 重要 的 蛋白 质 时 ， 这 种 去 除 热 原 质 的 方法 就 
不 太 适 合 了 。 
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4.8.4 DNA 污 染 物 


非 经 肠 道 服用 的 产品 中 DNA 污染 物 对 人 体 的 影响 尚 不 太 清 楚 。 理 论 上 来 讲 ， 如 果 污 染 
的 DNA 进入 受 体 细胞 基因 组 的 话 ， 会 引起 严重 的 临床 并 发 症 ， 如 胞 内 基因 表达 水 平 的 变化 
或 外 源 基因 产物 的 表达 。 许 多 用 来 生产 某 些 治疗 性 产品 的 细胞 系 (如 杂交 瘤 、 重 组 CHO 和 
BHK 细胞 系 ) 含有 激活 的 痛 基 因 。 尽 管 认为 非 经 肠 道 服用 的 产品 中 含有 的 裸 DNA 对 健康 
的 危害 很 小 ， 但 注射 产品 中 可 能 存在 的 癌 基 因应 该 是 不 太 合适 的 。 

在 许多 情况 下 ， 没 必要 在 下 游 处 理 过 程 中 增加 去 除 DNA 的 步骤 。 原 细胞 提取 物 中 的 核 
酸 通常 被 内 源 性 的 核酸 酶 降解 ， 但 是 必要 的 时 候 也 可 以 加 入 外 源 核酸 酶 。 核 酸 酶 处 理 可 导致 
核酸 降解 产生 核 苷 酸 ， 核 将 酸 与 对 应 于 完整 基因 的 DNA 片段 相 比 其 危害 性 小 了 许多 。 后 续 
的 许多 蛋白 纯化 步骤 可 将 核 苷 酸 从 含 产 品 的 部 分 中 去 除 ， 也 可 加 入 带 正 电 的 多 聚 物 如 肾 乙 烯 
亚 胺 〈 见 第 3 章 ) 从 溶液 中 将 核酸 分 子 沉淀 出 来 。 

由 于 DNA 与 蛋白 质 在 理化 性 质 上 有 很 大 的 区 别 ， 许 多 层 析 步 骤 都 可 以 有 效 地 将 二 者 分 
离 。 像 内 毒素 一 样 ，DNA 也 带 有 很 强 的 负电 荷 ， 因 此 离子 交换 步骤 在 从 产品 中 去 除 DNA 
方面 非常 有 效 。DNA 污染 程度 通常 用 种 属 特异 性 的 DNA. 杂交 分 析 来 评价 ， 如 果 目 标 蛋 白 
是 从 大 肠 杆菌 中 纯化 的 ， 则 对 大 肠 杆 菌 的 总 DNA 进行 放射 性 标记 后 作为 探 针 来 检测 产品 中 
大 肠 杆菌 DNA 的 污染 。 

为 了 证 明 下 游 处 理 程序 是 否 能 将 终 产品 中 的 DNA 含量 降低 至 一 定 的 可 接受 的 限度 内 
需要 进行 DNA 含量 分 析 实验 。 确 定 一 个 合适 的 上 限 是 很 难 的 ， 但 是 每 个 治疗 剂量 中 含有 达 
10pg 的 残余 的 DNA 通常 认为 是 安全 的 。 

DNA 分 析 实 验 与 病毒 分 析 实 验 所 用 的 方法 非常 相似 ， 包 括 在 原材料 中 加 入 一 定量 的 
DNA， 然 后 按照 纯化 方案 进行 小 规模 的 纯化 。 每 完成 一 个 纯化 步骤 ， 都 要 监测 DNA 分 布 谱 
和 目标 蛋白 的 分 离 情 况 ， 这 样 就 能 算出 一 个 DNA 减少 因子 。 分 析 实 验 中 通常 使 用 与 目标 蛋 
白 同样 来 源 的 DNA。 可 以 对 加 入 样品 中 的 DNA 进行 放射 性 标记 ， 从 而 可 直接 进行 检测 
反 过 来 ， 如 果 不 标记 加 入 样品 中 的 DNA， 则 需要 用 标记 的 DNA 探 针 去 检测 加 了 DNA 的 样 
品 。 对 加 入 原始 材料 中 的 DNA 数量 一 定 要 仔细 考虑 ， 因 为 过 剩 的 DNA 会 可 逆 地 影响 纯化 
程序 ， 如 加 入 产品 中 的 大 量 的 外 源 DNA 会 结合 到 阳离子 交换 树脂 上 ， 从 而 明显 地 减 小 树脂 
与 其 他 分 子 的 结合 能 力 。 对 于 加 入 某 种 起 始 材料 中 的 DNA 分 子 的 特性 一 定 要 多 加 考虑 ， 因 
为 其 分 子 量变 化 幅度 可 能 很 大 ， 因 此 当 加 入 这 种 DNA 进行 DNA 分 析 实 验 时 一 定 要 非常 


小 心 。 
4.3.5 ”蛋白 质 污染 物 


下 游 处 理 方案 中 的 大 部 分 纯化 步骤 都 是 特意 设计 用 来 将 不 同 的 蛋白 质 分 子 彼此 分 开 的 ， 
尽管 有 很 多 种 分 离 方 法 可 达到 这 种 目的 ， 但 当 要 获取 经 济 学 上 可 行 的 产量 时 ， 获 得 某 一 种 高 
纯度 的 蛋白 质 仍然 是 一 个 非常 艰巨 的 任务 。 可 能 的 蛋白 质 污染 物 的 范围 与 蛋白 质 的 来 源 、 生 
产 方法 以 及 下 游 处 理 方案 有 关 。 

蛋白 质 本 身 的 修饰 产物 也 可 以 认为 是 一 种 杂质 ， 所 有 的 蛋白 质 都 可 能 受到 一 些 结构 上 的 
修饰 ， 从 而 改变 它们 的 生物 活性 或 免疫 学 特性 〈 见 第 3 章 )。 
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DRA: 

Q 甲 硫 氨 酸 的 氧化 ; 

@ 不 正确 的 二 硫 键 形成 ; 

QD 内 源 或 外 源 的 蛋白 质 酶 的 蛋白 质 降解 ; 

C 翻译 后 修饰 中 产生 的 酶 的 改变 〈 糖 基 化 ) 。 

许多 情况 下 ， 下 游 处 理 过 程 中 得 到 的 这 些 被 修饰 的 产品 很 难 与 其 天 然 的 分 子 分 开 。 聚 合 
的 或 降解 很 严重 的 以 及 糖 基 化 很 厉害 的 分 子 可 通过 凝 胶 过 滤 层 析 将 其 从 天 然 产品 中 去 除 ， 氧 
化 或 脱 氨基 化 的 蛋白 质 可 以 通过 离子 交换 层 析 或 等 电 聚 焦 等 技术 分 离 出 去 。 

蛋白 质 杂 质 的 一 个 主要 临床 危害 与 它们 的 抗原 性 有 关 ， 一 些 蛋 白质 杂质 还 可 能 有 对 蛋白 
质 产品 或 受 体 病人 不 利 的 生物 学 活性 。 可 能 发 生 的 不 利 的 免疫 学 反应 不 仅 与 产品 或 杂质 的 免 
疫 原 性 有 关 ， 而 且 与 其 使 用 途径 尤其 是 使 用 频率 有 关 ， 杂 质 蛋 白质 还 可 能 作为 一 种 佐 剂 物 
质 ， 继 而 进一步 增加 蛋白 质 的 免疫 原 性 。 如 果 某 种 治疗 性 蛋白 质 产品 只 需 使 用 一 次 的 话 ， 免 
疫 并 发 症 倒 不 是 一 个 大 问题 ， 但 如 果 必 须 给 病人 重复 使 用 的 话 就 很 麻烦 。 

从 使 用 方法 来 讲 ， 所 有 经 注射 使 用 的 蛋白 质 都 不 诱导 免疫 反应 的 危险 ， 一 些 蛋 白质 疫苗 
或 毒素 就 是 专门 用 来 诱导 免疫 反应 的 。 许 多 有 重要 治疗 意义 的 蛋白 质 是 人 源 的 ， 因 此 没有 免 
疫 原 性 ， 其 他 的 一 些 蛋 白质 也 常常 与 人 的 天 然 佛 白质 有 很 高 的 结构 同 源 性 ， 如 猪 与 人 的 只 有 
一 个 氨基 酸 的 区 别 ， 牛 与 人 的 胰岛 素 也 只 有 三 个 氨基 酸 的 区 别 ， 这 样 使 用 牛 胰岛 素 ， 尤 其 是 
猪 胰岛 素 一 般 不 会 诱导 强烈 的 免疫 学 反应 。 

不 同 的 蛋白 质 诱导 免疫 反应 的 能 力 本 身 也 会 存在 一 些 差异 ， 很 难 预知 某 一 种 蛋白 质 是 否 
能 诱导 强烈 的 免疫 学 反应 。 但 一 般 来 讲 ， 如 果 产 品 与 人 相应 的 蛋白 质 同 源 性 越 低 ， 诱 导 强 的 
免疫 反应 的 可 能 性 越 大 ， 同 时 ， 大 的 多 肽 或 蛋白 质 以 及 经 与 人 体内 翻译 后 修饰 有 较 大 区 别 的 
修饰 方式 修饰 的 蛋白 质 也 可 能 会 诱导 相对 较 强 的 免疫 反应 。 

由 于 一 些 原因 ， 在 临床 上 ， 服 用 的 蛋白 质 诱导 产生 免疫 反应 是 很 麻烦 的 〈 除 非 这 种 蛋白 质 
产品 本 身 就 是 作为 免疫 原来 使 用 的 )。 当 产品 多 次 服用 时 ， 可 能 激发 针对 “外 源 ”和 蛋白质 的 搞 
体 。 这 些 抗原 特异 性 的 抗体 可 以 降低 或 中 和 产品 的 效力 ， 这 意味 着 新 一 代 人 对 蛋白 质 药 物产 生 
了 临床 抗 药性 ， 因 此 ， 要 达到 一 定 的 临床 效应 ， 必 须 增加 蛋白 质 的 使 用 量 。 抗 体 与 治疗 性 蛋白 
质 的 结合 也 会 改变 剂量 - 药 效 曲线 ， 刚 开始 时 抗体 与 治疗 性 蛋白 质 的 结合 可 降低 产品 的 效力 
而 当 它 俩 分 离 时 又 会 造成 血 流 中 自由 蛋白 缓慢 、 持 续 的 释放 。 治 疗 性 蛋白 质 与 抗体 的 结合 也 会 
影响 产品 的 正常 降解 。 许 多 激素 如 胰岛 素 是 通过 受 体 介 导 的 内 奉 作 用 从 循环 系统 中 被 清除 的 
抗体 的 结合 会 严重 影响 这 种 吸收 机 制 。 病 人 也 会 对 特殊 的 产品 或 常 驻 于 产品 中 的 杂质 产生 过 敏 
性 反应 ， 这 些 过 敏 或 者 超 敏 反应 通常 是 由 IgE 抗体 或 T 细胞 介 导 的 细胞 毒性 引起 的 。 

从 纯化 的 蛋白 质 产品 中 检测 蛋白 类 杂质 的 各 种 方法 在 第 3 章 已 进行 了 总 结 。 有 了 时 会 被 忽 
略 的 一 点 是 ， 经 修饰 的 目标 蛋白 或 其 他 蛋白 可 能 是 完全 无 毒性 的 。 许 多 人 认为 ， 微 量 蛋 白质 
杂质 不 必 加 入 专门 的 纯化 步骤 来 去 除 之 。 因 此 ， 临 床 前 或 临床 试验 也 许 就 是 真正 用 来 评价 这 
些微 量 杂质 的 临床 危害 的 唯一 步骤 了 


4.3.6 化 学 和 非 细 胞 污染 物 


在 产品 纯化 的 各 个 阶段 经 常会 发 现 各 种 非 细胞 污染 物 。 某 些 污染 物 如 微量 的 脂 或 多 糖 
可 能 来 自 产品 细胞 ， 但 大 多 数 的 非 细 胞 污染 物 是 外 源 的 。 表 4. 3 列 出 了 一 些 可 能 的 外 源 污染 
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表 4.3 下 游 处 理 过 程 中 可 能 引入 产品 中 的 非 细胞 污染 物 


ELETE] 清洁 剂 

消毒 剂 乙醇 

蛋白 质 降 解 抑制 剂 稳定 剂 

盐 配 体 及 其 他 层 析 降解 产物 

甘油 .| 处 理 设备 和 管件 中 滩 漏 的 化 学 和 离子 物质 
抗 泡 剂 E 


物 。 纯 化 程序 本 身 在 很 大 程度 上 决定 了 终 产 品 中 是 否 还 会 存在 这 些 杂质 ， 一 些 情况 下 ， 纯 化 
初期 引入 的 杂质 可 经 后 续 的 一 步 或 多 步 纯 化 步骤 去 除 ， 而 另外 一 些 情况 下 ， 杂 质 则 可 能 与 目 
标 蛋 白 一 样 被 共 纯化 出 来 ， 必 须 增加 有 效 清 除 杂质 的 纯化 步骤 将 其 去 除 ， 确 保 终 产品 中 不 含 
潜在 的 毒素 、 致 癌 剂 以 及 其 他 不 安全 的 杂质 是 非常 重要 的 。 为 减少 或 消除 化 学 的 或 者 其 他 物 
质 在 储存 期 间 进 入 产品 ， 要 选择 达到 一 定 质量 标准 的 终 产品 容器 。 

许多 化 学 污染 物 〈 如 缓冲 液 成 分 和 配 基 ) 是 低 分 子 量 的 混合 物 ， 这 时 ， 可 用 凝 胶 过 滤 或 
超 滤 有 效 地 将 其 清除 。 通 常 来 讲 ， 高 分 子 量 的 污染 物 较 难 从 产品 中 分 离 出 去 ， 只 有 对 杂质 和 
蛋白 质 产品 的 理化 特性 比较 清楚 时 ， 才 能 选择 一 定 的 方法 将 杂质 从 蛋白 质 产品 中 去 除 。 

- 些 情况 下 (尤其 是 可 能 存在 的 杂质 有 毒 时 )， 必 须 以 纯化 系统 清除 该 种 污染 物 的 效果 
进行 评价 。 最 好 的 办 法 是 在 可 能 污染 该 杂质 的 纯化 阶段 的 纯化 样品 中 加 入 一 定量 的 该 杂质 ， 
然后 进行 后 续 的 纯化 ， 但 这 种 情况 必须 有 一 种 合适 的 方法 能 检测 该 污染 物 。 

作为 一 项 附加 的 安全 措施 ， 终 产品 通常 需要 进行 “异常 毒性 实验 ”和 “常规 安全 实验 ”。 
安全 实验 一 般 要 求 对 至 少 5 只 健康 小 鼠 静 脉 注射 达 0. 5ml 剂量 的 终 产 品 ， 然 后 对 其 进行 48h 
观察 ， 老 鼠 不 能 表现 出 与 可 能 的 症状 不 同 的 其 他 不 良 症状 。 如 果 一 只 或 多 只 被 试 动物 死亡 或 
发 病 ， 则 需要 做 进一步 分 析 ， 而 且 需 要 用 更 多 的 动物 进行 重复 试验 。 安 全 性 试验 是 用 来 检测 
与 所 用 产品 相关 的 任何 与 预期 不 同 的 或 不 利 的 生物 学 反应 的 。 


4.4 终 产 品 的 标记 与 包装 


在 填充 和 密封 人 终 容器 之 后 ， 所 有 的 蛋白 质 产品 接 下 来 都 要 进行 标记 和 包装 。 这 些 操作 
通常 是 高 度 自动 化 的 ， 不 需要 重大 的 技术 投入 。 但 是 标记 本 身 来 讲 是 一 个 很 关键 的 操作 。 错 
标 仍 然 是 产品 投诉 的 一 个 主要 的 原因 。 产 品 标签 上 的 信息 应 包括 产品 名 称 、 产 品 浓度 和 效 
力 、 批 号 、 生 产 日 期 、 失 效 日 期 以 及 存储 条 件 。 产 品 中 含有 的 防腐 剂 和 赋 形 剂 以 及 正确 的 产 
品 使 用 方式 也 应 详细 地 列 出 。 
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第 5 章 
用 于 治疗 的 蛋白 质 一 血液 制品 和 疫苗 


5.1 3 @ 


人 血管 系统 包含 5 一 61. 血 ， 这 平均 占 整 个 体重 的 8. 5%~9.0%。 全 血 是 由 红细胞 〈 占 
整个 血细胞 的 99%)、 白 细胞 和 血小板 组 成 ,它们 都 悬浮 在 血浆 中 。 血 浆 具 有 一 种 特有 的 浅 
黄色 ， 主 要 是 由 于 存在 血红 蛋白 的 降解 产物 胆 红 素 ， 在 将 合适 的 抗 凝 剂 加 至 刚 抽 出 的 新 鲜血 
液 后 ， 通 过 离心 便 可 获得 血浆 。 加 抗 凝 剂 是 为 了 在 离心 去 除 悬浮 在 血浆 中 的 细胞 时 防止 血液 
凝固 ， 如 果 人 允许 血液 凝固 ， 那 么 从 血块 中 渗 出 的 液体 被 称 为 血清 。 基 浮 的 细胞 和 血小板 被 诱 
捕 或 绊 缠 在 一 个 由 纤维 蛋白 组 成 的 交 联 网 络 里 便 形成 血块 ， 纤 维 蛋白 来 自 纤维 蛋白 原 〈 一 种 
血浆 蛋白 )。 血 桨 与 血清 基本 相同 ， 但 在 血清 里 存在 纤维 蛋白 原 。 

血液 的 各 种 成 分 有 助 于 体内 的 各 种 生理 功能 ， 由 于 血管 系统 形成 一 个 广泛 网 络 ， 血 液 可 
以 起 运输 作用 ， 运 送 体内 的 各 种 物质 ， 例 如 营养 素 、 上 废物、 气体、 抗体 、 酶 、 非 胃 肠 道 给予 
的 物质 、 激 素 和 其 他 调节 因子 ， 血 液 也 在 其 他 生理 过 程 中 起 重要 作用 ， 如 维持 组 织 水 合作 用 
水 平和 调节 体温 。 

在 血浆 中 发 现 的 某 些 蛋 白质 还 有 血液 的 许多 特殊 功能 ， 血 浆 蛋 白 的 电泳 分 离 显 示 有 5 种 
ERA. HRA., a REA, o RKE, GRAHA 7- 球 蛋白 ， 血 清白 蛋白 含量 最 丰富 ， 
占 总 血浆 蛋白 的 50% 以 上 ， 所 有 球 蛋 白 包 含 各 种 不 同 的 蛋白 分 子 。 


5.2 血液 制品 


5.2.1 全 血 和 血浆 


全 血 是 通过 无 菌 操作 从 供血 者 体内 采集 到 的 ， 为 防止 凝集 ,立即 将 它 与 抗 凝 剂 混合 ， 合 
适 的 抗 凝 剂 包括 肝素 和 柠檬 酸 钢 ， 全 血 可 用 作 各 种 血液 成 分 的 来 源 : 
O 红细胞 ; 
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Q 血小板 ; 

© 各 种 凝血 因子 ; 

(D 免疫 球 蛋 白 ; 

© 其 他 血浆 成 分 。 

如 果 所 需 血 液 的 特殊 成 分 市 场 上 可 以 买 到 ， 那 么 使 用 全 血便 是 浪费 。 而 且 用 于 制备 特殊 
的 血 制品 的 级 分 Cfraction) 方法 大 大 地 降低 了 从 污染 的 血 意外 传染 疾病 的 危险 性 。 

必须 对 从 供血 者 那里 得 到 的 血 进行 检测 ， 看 是 否 存在 各 种 可 能 致 病 的 污染 物 ， 特 别 是 甲 
肝 、 乙 肝 和 艾滋 病毒 。 因 此 ， 通 常 对 提供 的 血液 样品 分 别 检测 乙肝 表面 抗原 和 抗 -HIV d 
体 。 全 血 通 常 被 给 予 严 重 失血 患者 ， 浓 缩 的 红细胞 级 分 〈fraction) 和 低 血 浆 血液 在 市 场 上 
也 己 有 供应 ， 可 用 于 某 些 特殊 的 患者 。 

血浆 是 通过 对 全 血 进行 离心 后 得 到 的 ， 然 后 在 通常 情况 下 冷冻 保藏 至 使 用 。 当 市 场 上 没 
有 纯化 的 但 在 治疗 上 重要 的 血浆 蛋白 出 售 时 ， 血 浆 在 临床 上 便 作为 重要 血浆 蛋白 的 来 源 ， 例 
如 各 种 凝血 因子 。 然 而 另 一 个 被 广泛 应 用 的 全 血 的 衍生 物 被 称 作为 血浆 蛋白 溶液 或 血浆 蛋白 
级 分 ， 这 种 水 溶液 是 通过 对 血浆 或 血清 进行 不 彻底 的 级 分 后 获得 的 ， 主 要 是 由 血清 白 蛋 白 组 
成 ,也 有 少量 的 球 蛋 白 。 血 浆 蛋 白 液 在 大 量 失血 后 引起 休克 的 情况 下 使 用 ， 这 种 突然 的 失血 
可 能 是 由 于 内 部 或 外 部 出 血 、 广 泛 的 烧伤 或 失 水 。 


5.2.2 源 于 血液 的 蛋白 质 


用 于 治疗 的 特殊 的 血液 蛋白 质 包 括 一 系列 参与 血液 凝集 过 程 的 因子 ， 降 解 血块 的 溶解 纤 
维 蛋 白 的 因子 、 血 清白 蛋白 和 免疫 球 蛋白 制品 。 除 了 全 血 和 血浆 制品 外 ， 大 部 分 这 种 蛋白 质 
很 多 年 前 市 场 上 已 有 供应 。 尽 管 这 些 产品 通常 是 从 供 者 血液 中 获得 的 ， 但 是 现在 有 些 是 通过 
重组 DNA 技术 生产 出 来 的 ， 后 面 将 论述 。 


5.2.3 血液 凝集 因子 一 一 生物 化 学 和 功能 


各 种 血浆 蛋白 是 血液 凝集 过 程 不 可 缺少 的 部 分 ， 任 何 一 个 血液 因子 的 缺陷 ， 不 管 是 遗传 
的 还 是 诱 变 引起 的 ， 都 会 严重 导致 损伤 血液 凝集 的 能 力 ， 在 医学 上 产生 严重 的 后 果 。 好 多 以 
凝血 反应 差 为 特征 的 遗传 病 是 由 于 血液 因子 有 和 区 缺陷 。 各 种 其 他 非 中 传 的 临床 条 件 如 维 生 
素 K 不 足 也 会 导致 损伤 血液 凝固 过 程 。 

当 血 管 被 损伤 或 切 开 时 ， 血 液 中 的 一 些 特殊 成 分 开始 止血 过 程 一 一 减少 出 血 并 最 终 停止 
出 血 。 止 血 最 终 取决 于 两 个 相互 依赖 的 生理 过 程 : 血小板 门 塞 的 形成 ，@ 血 液 凝集 过 程 。 
止血 的 特征 是 血小板 迅速 慕 附 到 损伤 部 位 ， 血 小 板 也 彼此 和 蔡 附 ， 常 用 这 种 方法 阻止 血 流 。 诊 
集 在 一 起 的 血小板 也 分 泌 各 种 胺 ， 如 刺激 血管 局 部 收缩 的 肾上腺 素 ， 开 始 了 血液 凝集 过 程 ， 
导致 在 损伤 部 位 形成 血块 (血栓 )。 

血液 凝集 过 程 依赖 于 许多 有 关 的 血液 凝集 因子 ， 它 们 是 被 用 罗马 字母 命名 的 ， 但 各 自 也 
有 一 个 普通 的 名 称 。 表 5. 1 列举 了 各 种 血液 因子 ， 除 了 因子 如 ( 钙 离 子 ) 以 外 ， 所 有 其 他 因 
子 本 质 上 都 是 蛋白 质 。 

SS wAF GMAT. MW. K. X. AND 活化 后 有 蛋白 水 解 活性 ， 没 有 被 活化 的 因 
子 是 蛋白 酶 酶 原 。 被 激活 的 因子 在 凝血 过 程 中 催化 另 一 个 因子 的 蛋白 水 解 作 用 ， 导 致 该 因子 被 激 
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活 。 因 此 ， 凝血 次 序 可 以 被 看 作为 一 个 分 子 级 联系 统 ， 凝 血 因 子 依次 被 激活 ， 每 一 个 被 激活 的 分 
子 反 过 来 又 能 催化 激活 另 一 个 因子 的 好 多 分 子 ， 这 就 导致 了 起 始 信号 明显 地 被 逐 级 放大 。 

表 5. 1 中 的 蛋白 质 有 的 没有 蛋白 水 解 作 用 ,但 是 那些 没有 水 解 作用 的 辅助 因子 (因子 于、 
IV. VAID 构成 了 凝血 系统 的 基本 成 分 ， 它 们 一 般 被 蛋白 水 解 因子 之 一 激活 ， 然 后 提高 激活 
其 他 血液 因子 酶 原 的 速率 ， 一 些 从 损伤 组 织 或 血小板 释放 出 来 的 磷脂 成 分 也 可 加 快 凝血 速率 。 


表 5.1 血液 凝集 因子 


纤维 蛋白 原 
因子 了 Wn NC 


Bf 促 凝 血 栈 原 滞 活 (组 织 因子 ) 

BEN 5 

因子 V 易 变 因子 (前 加 速 因子 , 亦 称 促 长 血球 蛋白 原 ) 
因子 MI? 

AFM 前 转化 素 

因子 用 抗 血 友 病因 子 

因子 区 克 里 斯 马 斯 因子 (血浆 促 凝血 酶 原 激酶 成 分 ) 
KFX 司徒 因子 

因子 对 血浆 凝血 致 活 酶 前 体 

AFM 海 氏 因子 

TW 纤维 蛋白 稳定 因子 


注 ， O 这 个 原来 称 为 因子 WI 的 蛋白 质 后 来 被 归 到 因子 Va， 因 此 现在 因子 WI 还 没有 被 分 配 名 称 。 

在 上 面 的 因子 字母 后 面 加 上 一 个 a 表示 它们 是 激活 型 ， 例 如 : AFAMA Ma, 

两 个 不 同 的 血液 凝集 途径 是 : 内 源 性 途径 和 外 源 性 途径 。 外 源 性 途径 依赖 于 通常 存在 于 
血浆 中 的 因子 ， 该 途径 起 始 于 因子 由 在 与 损伤 表面 接触 后 被 活化 。 外 源 凝 血 途 径 除了 需要 血 
液 因 子 外 ， 还 需要 组 织 因 子 (AF ID 存在 。 组 织 因子 加 上 钙 离 子 〈 因 子 W )、 因 子 虽 和 磷 
脂 大 大 促进 因子 X 的 被 激活 。 组 织 因子 是 存在 于 各 种 组 织 的 一 种 辅助 蛋白 质 ， 它 除了 在 肺 和 
脑 存 在 外 ， 在 唾液 中 也 特别 多 ， 它 是 一 种 不 可 缺少 的 膜 糖 蛋白 。 组 织 因 子 是 在 组 织 受 损 时 与 
膜 的 磷脂 成 分 一 起 释放 出 来 的 ， 因 此 它 能 在 损伤 部 位 起 始 一 个 外 源 性 的 血液 凝固 级 联 反应 。 
如 果 凝 血 起 始 于 这 个 途径 ， 那 么 凝血 过 程 进行 得 非常 快 。 虽 然 这些 途 径 的 起 始 激活 次 序 是 不 同 

的 ， 但 是 凝血 的 结束 次 序 两 种 情况 是 相同 的 〈 见 图 


fw Pas 5. 1)。 这 些 凝 固 级 联 反应 的 最 后 步骤 〈 共 有 的 步骤 7 
ics tae pE De 包括 凝血 酶 原 〈 因 子 ID) HERKEN AFN, 
e i 该 蛋白 的 分 解 反应 是 由 激活 的 司徒 因子 《Xa) 催 

KK— Ka 化 的 
xa 凝血 酶 催化 可 溶性 的 纤维 蛋白 原 断 裂 成 为 不 可 
RT can 溶性 的 纤维 蛋白 ， 随 后 纤维 蛋白 单 体 相互 作用 形成 
m LIT 纤维 蛋白 血块 。 开 始 的 这 种 相互 作用 是 非 共 价 的 ， 
产生 了 一 个 大 的 凝聚 的 “ 软 ” 血 块 ， 随 后 通过 因子 
(HED —— diris M (也 叫 纤维 蛋白 稳定 因子 ，fibrin stabilizing fac- 


[mame tor, FSF) 转变 成 硬 血块 。 激 活 的 因子 名 在 一 个 纤 
rinse 。” 维 蛋白 单 体 的 赖 氨 酸 残 基 和 一 个 相 邻 的 纤维 蛋白 分 
| 子 的 谷 氨 酰胺 酰 残 基 之 间 催化 形成 共 价 交叉 连接 ， 
mee 。 ”因子 胃 本 身 是 在 有 钙 离 子 存在 的 情况 下 被 凝血 酶 


图 5.1 内 源 和 外 源 血液 凝集 途径 略图 M. 
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5.3 maw A 和 血 友 病 8 


引起 任何 一 种 血液 因子 产量 降低 或 氨基 酸 序列 改变 的 遗传 缺陷 可 以 导致 严重 的 疾病 ， 这 
种 疾病 的 特征 是 凝血 能 力 差 ， 导 致 出 血 时 间 延 长 。 除 组 织 因 子 、 钙 和 磷脂 外 ， 所 有 这 种 缺陷 
的 90% 以 上 是 与 因子 轿 的 缺陷 有 关 。 好 多 其 余 的 情况 是 由 于 因子 区 的 缺陷 。 与 因子 妖 或 区 
有 关 的 临床 疾病 包括 血 友 病 A、 冯 威 勒 布 兰 特 病 (von Willebrand’s disease, vWD) 和 血 友 
Ñ B. 

复合 物 因 子 妖 是 由 两 个 分 离 的 基因 产物 组 成 的 。 一 个 比较 小 的 多 肽 (170ku》 显 示 了 凝 
MINA HEH, HRS: C， 该 多 肽 是 由 因子 黑 基 因 编 码 。 那 个 比较 大 的 多 肽 命名 为 
von Willebrand AF (W: vWB) ， 明 显 是 与 血小板 的 黏附 有 关系 ， 它 由 vWB 基因 编码 ， 合 
成 后 各 个 von Willebrand 多 肽 聚集 而 成 大 的 多 肽 聚 体 结构 。 因 子 骨 基因 的 产物 M: C 多 
AMO SSK: vWB 连接 在 一 起 形成 完整 的 复合 结构 CM: CAW: vWB 可 以 从 血浆 一 起 
被 纯化 ) 。 完 整 结构 的 分 子 质量 超过 1Mu， 其 中 大 约 15% 是 碳水 化 合 物 。 

不 能 合成 如: C 导致 经 典 的 血 友 病 〈 血 友 病 A) ， 而 不 能 合成 用 : vWB 导致 von Willebrand 
wi. TEMA ABT, W: vWB 通常 是 被 合成 的 ， 但 是 von Willebrand 病 同时 缺乏 因子 几 : C 
AND: vWB， 患 von Willebrand 病 患者 实际 上 合成 正常 的 冒 ; C， 但 很 快 被 降解 掉 ， 因 为 只 有 
当 与 加，vWB 连结 在 一 起 时 ， 几 : C 才能 稳定 (图 5. 2) 。 血 友 病 B 也 称 Christmas 病 ， 是 由 因 
子 区 缺陷 引起 的 ， 它 的 临床 结果 与 那些 经 典 的 血 友 病 是 相同 的 ， 但 是 它 不 像 后 者 那样 常 发生 
( 见 信 息 框 5. 1、 图 5. 3) 。 血 友 病 临床 症状 的 性 质 和 严重 性 依赖 于 血浆 中 该 因子 的 水 平 ， 因 子 
W: C 或 因子 区 的 水 平 非常 低 Cin: 小 于 正常 水 平 的 126) 的 病人 可 能 经 常 自发 性 大 出 血 
对 于 有 活性 的 因子 的 水 平 较 高 (3%% 一 5%% 或 以 上 ) 的 患者 ， 其 临床 症状 的 严重 性 较 低 。 


. f 5 1 
因子 如 复合 物 的 正常 合成 | 血 友 靖 A 的 合成 缺陷 | von Wier 4 
i i 
i ] 

Xq2.8 memes | Xq2.8 常 染色 体位 点 ! Xq2.8 ADR LA 
spate a vWF 基因 | EMER vWF 基因 | AMEA vWF 基因 
i i 
EN | 
RH 内 皮 细胞 | 于 细胞 内 皮 细胞 | Dg 内 皮 细 胞 
\ b> ae N N { 

v vWF ! Ruf vWF H " 阻 断 

8 Ss | | © 
| i 
a | 7 | \ 
| 
在 没有 vWF 情况 下 
OS | ES | e 
Fem I 复合 物 i 只 有 vWF ] 


图 5.2 W: C 和 vWF 因子 的 正常 合成 和 在 血 友 病 A 及 von Willebrand 病情 况 下 的 合成 缺陷 
由 Kumar, P. & Clark, M. (1990) Clinical Medicine, 2nd edn, Baillière Tindall, London 许可 复制 


5.3.1 医用 的 凝血 因子 产品 
治疗 上 述 出 血 病 通常 是 给 予 相应 缺乏 的 因子 ， 因 子 骨 和 区 通常 是 从 健康 人 血浆 中 分 离 纯 
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化 到 的 ， 当 用 传统 的 方法 〈 主 要 是 沉淀 步骤 ) 纯化 时 ， 因 子 区 中 还 包含 一 定量 的 因子 工 、 因 
子 证 、 因 子 六 和 因子 寻 。 因 此 该 制品 也 可 用 于 缺乏 上 述 任何 一 种 因子 的 病人 。 最 近 ， 源 于 血 
浆 的 因子 寿 通 过 用 高 分 辨 层 析 技术 (包括 免疫 亲 和 层 析 ) 进一步 纯化 。 不 管用 什么 方法 生产 
的 ,最 终 的 产品 经 过 滤 消 毒 ， 装 进 容器 并 冷冻 干燥 。 装 有 制剂 的 容器 在 真空 条 件 下 或 在 没有 
氧 的 氮气 中 密封 ， 以 便 将 氧化 变质 的 可 能 性 减 到 最 少 。 在 最 终 制品 中 通常 也 包含 抗 凝血 剂 肝 
素 或 柠 榜 酸 钠 ， 然 而 这 些 制品 中 不 包含 抗 细菌 因子 或 其 他 防腐 剂 。 

在 制备 血 制品 时 要 用 没有 病毒 污染 的 血浆 的 重要 性 没有 被 足够 重视 估计 有 60% 以 上 
的 血 友 病 患者 已 被 来 源 于 血浆 或 血 制品 的 病原 体感 染 了 。 除 了 筛选 血 源 以 外 ， 也 可 采用 其 他 
方法 来 降低 感染 因子 偶然 传播 的 可 能 性 。 这 些 方法 包括 在 最 终 的 制品 中 加 入 抗 病毒 物质 或 加 
热 失 活 处 理 。 与 整个 血浆 相 比 ， 由 于 通过 层 析 ， 纯 化 或 部 分 纯化 的 制品 污染 潜在 的 病原 体 的 
可 能 性 比较 小 。 


5.3.2 重组 血液 因子 


重组 DNA 技术 加 速 了 重组 血液 因子 的 生产 ， 迄 今 为 止 ， 已 有 几 种 这 样 的 产品 获准 允许 
在 临床 应 用 〈 表 5. 2) 。 重 组 产品 可 以 克服 由 血液 来 源 〈 采 的 血 源 不 合格 ) 可 能 产生 的 任何 
问题 。 重 组 产品 的 优点 是 消除 了 由 血液 来 源 传播 疾病 的 危险 。 由 于 大 多 数 血液 因子 显示 出 翻 
译 后 修饰 ( 糖 基 化 、 蛋 白水 解 过 程 和 在 某 些 情况 下 的 Y- 羧 化 作用 )， 采 用 了 真 核 表达 系统 。 
迄今 批准 的 产品 是 在 加 工 过 的 CHO 细胞 〈 例 如 : Benefix and RoFacto) 或 BHK 细胞 〈 例 
dn: NovoSeven) 中 生产 的 ， 重 组 血 制品 也 可 以 生产 在 转基因 动物 的 奶 中 〈 见 第 2 章 )， 克 
隆 的 第 一 头羊 〈 多 利 ，Dolly) 拥有 人 的 因子 区 。 


表 5.2 已 批准 用 于 临床 的 血液 凝集 因子 


y 


MAA 1993( 美 国 


Genetics Institute mA B 1997( 美 国 ,欧洲 ) 
Kogenate( 在 BHK 细胞 中 生产 的 重组 血液 凝集 因子 Bayer 血 友 病 A 1993( 美 国 ) 
W ,同时 也 被 Centeon 作为 Helixate 销售 的 
NovoSeven( 在 BHK gU P ^k P069 ifo iW SERIE F W a) Novo-Nordisk 某 些 形式 的 血 友 病 1995( 欧 洲 ) 
1999( 美 国 ) 
Recombinate( 在 一 种 动物 细胞 系 生产 的 血液 凝集 因子 | Baxter Healthcare/ 血 友 病 A 1992( 美 国 ) 
Ww Genetics Institute 
ReFactoC Moroctocog-alfa, 即 在 CHO 细胞 中 生产 的 B | Genetics Institute 血 友 病 A 1999( 欧 洲 ) 


区 城 缺 失 的 重组 血液 凝集 因子 峙 ) | 2000( 美 国 ) 


di: 大 部 分 产品 允许 在 世界 的 几 个 地 区 使 用 。 
为 了 获得 纯 的 产品 ， 在 从 生产 过 程 中 获得 最 初回 收 的 重组 血液 因子 后 ， 还 需要 经 历 一 系列 的 
纯化 步 又， 市 售 的 都 是 冻 干 制品 。 其 中 一 个 这 种 产品 〈Benefix) 的 生产 概况 参见 信息 框 5. 1。 


5.3.3 非 遗 传 的 凝固 疾病 


不 是 所 有 的 血液 凝固 疾病 都 是 由 凝血 因子 的 遗传 缺陷 所 引起 的 ， 许 多 这 种 获得 性 凝血 疾 
病 是 由 肝 功能 和 /或 维生素 K 缺乏 引起 的 。 好 多 血液 因子 (如 纤维 蛋白 原 、 凝 血 酶 原 和 因子 
M, K. XO 都 是 在 肝 内 合成 的 (图 5. 3) 。 维 生 素 K 是 一 种 羧 化 酶 不 可 缺少 的 辅助 因子 ， 
这 种 酶 借助 于 因子 下 、 则 、 区 和 催化 一 些 谷 氨 酸 残 基 7 羧 化 作用 ， 如 图 5. 4。 如 果 这 些 因 
子 成 功 地 结合 钙 离子 ， 依 赖 维 生 素 K 的 翻译 后 修饰 必定 发 生 。 
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图 5.4 由 维生素 K 依赖 的 羧 化 酶 催化 的 反应 
详细 描述 请 参考 正文 


5.4 抗 凝血 剂 


抗 凝 血 剂 的 功能 是 防止 血液 凝固 ， 在 临床 上 用 于 易 形 成 血块 的 高 危 病人 ， 同 时 也 用 来 防 
止血 块 进一步 形成 。 因 此 ， 抗 凝血 剂 常用 于 心脏 病 、 中 风 或 深度 静脉 血栓 形成 的 患者 ， 尽 量 
防止 复发 。 

血栓 形成 指 的 是 形成 血块 ， 血 块 本 身 称 为 血栓 ， 在 有 病 的 血管 内 血栓 非常 容易 发 生 。 在 
动脉 中 形成 的 血栓 阻碍 血液 流 至 组 织 ， 在 冠状 动脉 中 形成 的 血栓 (冠状 血栓 形成 ) 会 阻止 血 
液 流 至 心肌 ， 这 就 导致 患 心 脏 病 ， 结 果 引 起 死亡 或 部 分 心肌 梗死 一 一 即 心 梗 ， 阻 挠 血液 流 至 
脑 组 织 的 血栓 通常 会 引起 中 风 ， 而 且 在 血栓 形成 后 ， 血 栓 或 血栓 的 一 部 分 会 分 离开 ， 在 血液 
中 流动 ， 停 留 在 另外 的 血管 中 ， 又 在 那里 阻碍 血液 流动 ， 这 种 过 程 称 作为 栓塞 ， 同 样 可 以 引 
起 心脏 病 或 中 风 。 深 度 静脉 血栓 形成 指 的 是 在 腿 部 的 深 静 脉 内 形成 血栓 ， 这 能 在 正常 的 、 明 
显 是 健康 的 静脉 中 发 生 ， 危 险 因素 包括 外 科 、 不 动 、 高 龄 和 怀孕 ， 深 度 静 脉 血 栓 倾 向 于 形成 
栓塞 。 一 些 有 治疗 价值 的 抗 凝 血 剂 列 于 表 5. 3 。 

疗 上 使 用 的 抗 凝血 剂 


表 5.3 一 些 在 治 
3 pees 


氨基 葡 聚 糖 
以 香 豆 素 为 基础 的 维生素 K 的 抗 代谢 产物 
以 香 豆 素 为 基础 的 维生素 K 的 抗 代谢 产物 
AAKA 

能 结合 并 失 活 凝血 酶 的 多 及 


MEIR 
华 法 林 
SRM 
KERK 


5.4.1 传统 的 抗 凝血 剂 


肝素 是 一 种 以 氨基 葡 聚 糖 为 基础 的 抗 凝 血 剂 ， 它 由 不 同 长 度 的 硫酸 化 的 多 糖 链 组 成 ， 分 
子 质量 范围 在 6000~30000u 之 间 。 它 被 合成 并 储存 在 身体 的 好 多 组 织 中 ， 特 别 是 在 肺 、 肝 、 
肠 细胞 和 血管 内 壁 的 细胞 中 ， 商 业 上 现 有 的 肝素 是 从 猪 的 肠 黏膜 或 牛 的 肺 中 提取 得 来 的 。 氨 
基 葡 聚 糖 发 挥 它 的 抗 凝血 剂 功能 是 通过 结合 并 激活 抗 凝血 酶 耳 ， 后 者 是 在 血浆 中 被 发 现 的 
分 子 质量 为 60ku。 激 活 的 凝血 酶 下 能 抑制 各 种 活化 的 血液 因子 ， 如 Ia、 区 a、Xa、 贡 a 和 
了 La。 因 此 ， 无 论 是 在 体内 自然 释放 出 来 的 、 还 是 因 治疗 目的 给 予 的 肝素 都 抑制 了 血液 凝集 
的 级 联 反应 ， 不 合适 地 提供 过 量 的 肝素 可 以 导致 严重 的 出 血 。 肝 素 的 抗 凝 血 剂 活性 是 与 多 精 
分 子 的 分 子 量 相关 ， 这 促使 发 展 低 分 子 量 的 肝素 ， 它 既 具 有 抗 凝 血 剂 活性 、 又 显示 出 降低 了 
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出 血 作用 。 

双 香 豆 素 和 华 法 林 是 以 香 豆 素 为 基础 的 抗 凝血 剂 ， 二 者 都 可 以 口服 。 正 是 以 前 简 述 过 
的 ， 这 些 维生素 K 抗 代 谢 产物 通过 抑制 抗 凝血 因子 呈 、 而 、 区 和 区 的 维生素 K 依赖 的 y- 
化 作用 来 发 挥 它 们 的 抗 凝 血 因子 作用 ， 如 果 这 些 凝 血 因子 与 在 正常 凝血 过 程 一 样 与 钙 离 子 结 
合 ， 那 么 它们 的 -着 化 作用 是 必需 的 。 使 用 双 香 豆 素 或 华 法 林 的 副作用 是 可 能 引起 严重 出 
血 。 致 死 剂 量 的 华 法 林 是 在 好 多 鼠 药 中 用 作 有 效 成 分 。 


5.4.2 KER 


水 蚂 的 正 分 泌 物 包含 一 种 称 之 为 水 蚂 素 的 抗 凝血 剂 。 存 在 水 蚂 唾 液 内 的 一 些 成 分 不 参与 
消化 过 程 ， 但 是 能 抑制 宿主 动物 的 止血 机 制 ， 被 水 是 咬 了 能 延长 出 血 至 几 个 小 时 。 

几 个 世纪 以 来 ， 水 是 在 医学 上 被 用 来 促进 血液 流出 以 及 局 部 抗 凝 血 剂 活性 需要 。 的 确 ， 
水 是 在 医药 方面 正 再 度 受 到 关注 ， 它 有 时 被 用 于 从 炎症 部 位 去 除 血 和 被 用 在 整形 外 科 手 术 过 
程 中 。 

KE f ee ta, eA BR IR T ERO UK AE EH FF HE OM 7K REC Hirudo medicina- 
lis) 唾液 中 主要 的 抗 凝血 剂 。 在 19 世纪 80 年 代 水 是 素 首次 被 报道 ， 尽 管 直到 20 世纪 50 年 
代 才 对 它 的 特性 作 了 鉴定 ，20 世纪 80 年 代 中 期 ， 水 昨 素 的 基因 被 克隆 了 ， 后 来 被 表达 在 各 
种 不 同 的 宿主 系统 。 该 多 肽 由 65 个 氨基 酸 组 成 ， 分 子 质量 为 ?ku， 在 63 位 包含 一 个 硫酸 化 
的 酷 氨 酸 残 基 ， 在 C 末端 有 高 含量 的 酸性 氨基 酸 ， 其 整个 分 子 结构 由 被 3 个 分 子 内 二 硫 键 
稳定 的 1 个 球状 区 和 1 个 延伸 的 C 末端 区 组 成 。 

水 是 素 的 抗 凝 血 剂 活性 是 由 于 它 能 牢固 结合 凝血 酶 因子 Ja， 这 导致 认 血 酶 分 子 失 活 。 
凝血 酶 不 仅 催化 纤维 蛋白 原水 解 成 纤维 蛋白 ， 从 而 促进 血块 形成 ， 而 且 在 激活 因子 V 、 佣 和 
通 中 起 作用 。 水 虾 素 结 合 至 凝血 酶 掩 珊 了 两 个 凝血 酶 的 纤维 蛋白 原 结合 位 点 和 它 的 催化 位 
点 ， 尽 管 水 是 素 的 天 然 抗 凝血 剂 活性 已 经 被 认识 ， 但 是 由 于 不 知道 合适 的 用 量 ， 导 致 在 临床 
上 不 符合 实际 的 广泛 应 用 。 与 其 他 抗 凝 血 剂 相 比 ， 水 旺 素 看 来 有 很 多 优点 : 

QD xk 3 BE BE EUH s 

Q KR REM Hl He. A MBA Ts 

图 高 剂量 不 太 可 能 促进 出 血 ， 

图 免疫 原 性 特别 弱 。 

在 过 去 的 许多 年 里 ,市 场 上 已 有 重组 水 旺 素 出 售 ， 两 个 以 水 蝠 素 为 基础 的 产品 商业 名 
称 为 Revasc 和 Refludan) 现在 也 被 批准 应 用 于 临床 。 两 者 都 是 用 转化 了 带 有 编码 水 监 素 基 
因 的 表达 质粒 的 酿酒 酵母 菌 生产 的 ， 产 品 是 被 酵母 菌 分 泌 至 发 酵 介 质 ， 然 后 被 回收 纯化 ， 两 
者 都 具有 与 天 然 水 赋 素 相同 的 生物 学 活性 ， 它 们 的 结构 与 天 然 分 子 的 差别 仅 在 63 位 酷 氨 酸 
上 缺失 一 个 硫酸 盐 基 团 (sulfate group). 

在 几 种 水 蚂 的 唾液 中 包含 与 水 监 素 不 同 的 其 他 有 抗 溺 血 剂 活性 的 多 肽 ， 其 中 之 一 是 从 水 
是 入 生 的 重组 蛋白 酶 抑制 剂 ， 它 的 分 子 质量 大 约 是 15ku， 通 过 抑制 因子 Xa 发 挥 抗 凝 血 剂 作 
用 。 目 前 正在 对 该 蛋白 质 进行 研究 ， 因 为 它 还 有 抗 肿瘤 活性 。 在 多 种 水 是 中 获得 的 许多 其 他 
蛋白 质 也 可 能 有 潜在 的 临床 意义 ， 特 别 的 例子 包括 失去 稳定 的 酶 (destabilase)， 它 是 催化 
纤维 蛋白 块 去 多 聚 作 用 的 ; 另 一 种 是 抗 栓 肽 〈decorsin， 可 能 拼写 有 误 一 一 译 者 注 )， 它 通 
过 与 血小板 表面 糖 蛋白 相互 作用 来 抑制 血小板 凝集 。 
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5.4.3 安 克 洛 


安 克 洛 是 一 种 具有 抗 凝 血 剂 活性 的 丝氨酸 蛋白 酶 ， 这 种 昔 是 高 度 糖 基 化 的 ， 分 子 质量 大 
约 为 35ku， 它 是 被 从 马来西亚 尖 吻 腹 蛇 (the Malaysian pit-viper) 的 毒液 中 纯化 到 的 。 在 
血块 形成 以 前 ， 它 催化 微粒 纤维 蛋白 分 子 水 解 断裂 ， 但 是 ， 一 旦 血块 形成 了 ， 这 种 酶 对 血块 
不 起 作用 ， 它 的 作用 正在 临床 试验 中 被 继续 评价 。 


5.5 血栓 溶解 剂 


组 织 纤维 蛋白 溶解 酶 原 激活 剂 、 尿 激酶 和 链 激酶 是 治疗 上 用 作 血 栓 溶解 剂 。 正 因为 如 
此 ， 它 们 被 用 来 治疗 心肌 梗死 、 栓 塞 、 中 风 和 深度 静脉 血栓 形成 。 这 些 产品 是 在 血栓 形成 后 
较 短 的 时 间 内 使 用 ， 然 后 紧 接着 在 一 段 较 长 的 时 间 内 使 用 一 种 合适 的 抗 凝 血 剂 ， 全 世界 使 用 
血栓 溶解 剂 的 人 数 每 年 超过 60 万 人 。 


5.5.1 纤维 蛋白 溶解 系统 


纤维 蛋白 洲 解 是 伤口 自然 治 依 过 程 的 一 部 分 〈 图 5. 5)， 这 一 过 程 涉及 酶 促 降 解 和 从 循 
环 系统 中 去 除 血块 ， 该 过 程 主要 受 丝氨酸 蛋白 酶 中 的 一 种 纤维 蛋白 溶 酶 的 调节 。 纤 维 蛋白 溶 
酶 催化 酶 促 降解 血块 内 的 纤维 蛋白 链 ， 纤 维 蛋 白 溶 酶 来 自 纤维 蛋白 溶 酶 原 一 一 它 的 循环 本 
原 ， 人 的 纤维 蛋白 溶解 酶 原 是 一 种 在 肾 内 合成 的 分 子 质量 为 90ku 的 糖 蛋白 。 纤 维 蛋白 溶解 
酶 原由 一 条 多 肽 链 组 成 ， 包 含 许多 链 内 二 硫 键 ， 两 种 成 熟 的 纤维 蛋白 溶解 酶 原 存在 的 二 硫 键 
是 相同 的 。 


De ta 
(t-PA) 
血管 损伤 一 止血 
《开始 出 血 ) (阻止 血液 流出 ) 纤维 蛋白 溶 酶 原 纤维 蛋白 溶 栈 
健康 血管 ~ SF eae ra 纤维 蛋白 降解 产物 
(除去 血块 ) [Ty : 
图 5.5 Hee Hmm 图 5.6 纤维 蛋白 水 解 系统 


SORT (LEOB NOR GEN (t-PA) 的 作用 ， 其 他 纤维 蛋 
RE HAE Rh TERR IE REN 
纤维 蛋白 深 酶 原 可 被 各 种 特异 的 丝氨酸 蛋白 酶 激活 ， 产 生 有 活性 的 纤维 蛋白 溶解 ， 组 织 
纤 溶 酶 原 激活 剂 t-PA》 代表 了 纤维 蛋白 溶 酶 原 最 重要 的 生理 激活 剂 ( 图 5. 6)。t-PA 也 称 
纤维 蛋白 激酶 ， 由 527 个 氨基 酸 组 成 的 糖 蛋白 ,分 子 质量 为 70ku， 具 有 丝氨酸 蛋白 酶 活性 ， 
它 通过 断裂 一 个 Arg-Val 键 而 激活 纤维 蛋白 溶 酶 原 。 血 浆 中 发 现 的 t-PA 主要 在 血管 内 皮 形 
成 的 ， 可 以 纯化 到 二 种 形式 的 tPA. IX -PA 是 一 条 链 的 多 肽 ， 而 也 型 t-PA 是 由 经 二 硫 
键 连接 的 二 条 多 肽 键 组 成 ， 耻 型 t-PA 是 通过 蛋白 水 解 工 型 CPA 而 得 。 
纤维 蛋白 包含 纤维 蛋白 溶 酶 原 和 t-PA 的 结合 位 点 ， 纤 维 蛋白 溶 酶 原 被 CPA 激活 ， 形 
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成 纤维 蛋白 溶 酶 ， 因 此 最 有 效 地 发 生 在 血块 表面 。 在 血液 中 发 现 的 游离 的 被 激活 的 纤维 蛋白 
很 快 会 被 另 一 个 称 之 为 a;- 抗 纤维 蛋白 溶 酶 的 血浆 蛋白 失 活 ， 该 糖 蛋 白 在 纤维 蛋白 溶 酶 的 活 
性 方面 起 重要 作用 。 


5.5.2 以 组 织 纤 溶 酶 原 激活 剂 为 基础 的 产品 


借助 于 重组 DNA 方法 制备 的 重组 人 t-PA 制品 从 20 世纪 80 年 代 后 期 就 上 市 了 〈 表 
5.4)， 尽 管 这 些 制品 的 效果 是 肯定 的 ， 但 是 价格 昂贵 ， 特 别 是 与 链 激 酶 相 比 〈 后 面 将 讨论 ) 。 


表 5.4 已 获准 临床 应 用 的 以 重组 t-PA 为 基础 的 产品 


1987 年 (美国 ) 


Activase( 组 织 纤 溶 酶 原 激 活 剂 ,在 CHO 细胞 生产 的 rh Genentech 急性 心肌 梗死 
PA) 

Ecokinase( Reteplase, rt-PA; 与 人 t-PA 不 同 ,5 个 结构 域 中 
有 3 个 已 缺失 , 产 自 E.coli) 


Retavase(Reteplase, rt-PA, 见 Ecokinase) 


1996 年 (欧洲 ) 


急性 心肌 梗死 


Galenus 


Mannheim 
Boehringer 
Manheim/Centocor 
Boehringer 
Mannheim 


急性 心肌 梗死 | 1996 年 (美国 ) 


急性 心肌 梗死 | 1996 年 (欧洲 ) 


Rapilysin Reteplase, rt-PA ; 2 Ecokinase) 


注 ， 大 部 分 已 允许 在 世界 几 个 地 区 使 用 。 


Activase (组 织 纤 溶 酶 原 激 活 剂 ) 是 于 1987 年 被 批准 用 于 临床 的 第 一 个 重组 tPA 产 
品 ， 它 是 用 包含 编码 天 然 人 t-PA 基因 的 工程 细胞 株 CHO 生产 的 。 表 5.4 中 的 其 他 产品 也 
都 是 t-PA 的 基因 工程 产品 ,但 是 t-PA 的 5 个 自然 结构 域 中 的 3 个 已 被 除去 ， 结 果 只 剩 355 
MAEM, REA tPA 催化 结构 域 和 Kringle 2 结构 域 (后 者 参与 纤维 蛋白 结合 的 选择 性 )。 
这 些 t-PA 的 基因 工程 产品 都 是 用 重组 大 肠 杆 菌 生产 的 ， 都 以 包含 体 的 形式 存在 ， 因 此 下 游 


加 工 包 括 匀 兹 后 的 变性 和 再 折 酸 步骤 
(图 5.7) ， 因 为 大 肠 杆菌 不 能 进行 翻译 后 mí] ee cene 
的 修饰 ， 产 品 没有 被 糖 基 化 。 尽 管 CPA 
的 天 然 产 品 和 基因 工程 产品 的 分 子 量 是 [museer nrnna 
不 同 的 ， 但 是 它们 作为 溶 栓剂 都 具有 相 | 
同 的 效果 。 EMTS [eee [wr 
还 有 几 个 不 同 的 PA 制品 目前 正在 
开发 或 临床 试验 中 ， 目 前 重组 PA 已 被 
生产 在 转基因 动物 的 牛奶 中 ( 见 第 2 
章 )。 在 转基因 动物 中 生产 的 这 种 酶 主要 是 双 链 形式 ， 可 采用 下 面 的 方法 对 该 蛋白 质 进行 纯 
de. 用 酸 进行 分 人 篇 、 醇 水 相互 作用 层 析 和 免疫 亲 和 层 析 。 正 如 预料 的 那样 ， 该 产品 糖 基 化 形 
式 与 用 常规 的 CHO 细胞 生产 的 有 点 不 同 。 


图 5.7 在 重组 大 肠 杆菌 中 生产 一 个 经 收 饰 的 
tPA (Rapilysim) 的 流程 


5.5.3 其 他 血栓 溶解 剂 


其 他 血栓 溶解 剂 包括 尿 激酶 、 链 激酶 和 葡萄 球菌 激酶 。 尿 激酶 是 由 肾 产生 的 丝氨酸 蛋白 
酶 ， 它 也 激活 纤维 蛋白 溶 酶 原形 成 纤维 蛋白 溶 酶 ， 尿 激酶 是 作为 其 前 体形 式 产生 出 来 的 ， 是 
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在 血浆 和 尿 中 被 发 现 的 ， 已 有 两 种 形式 的 尿 激酶 被 纯化 了 ， 高 分 子 量 尿 激酶 的 分 子 质量 为 
54ku， 而 分 子 质量 低 的 尿 激 酶 大 约 是 30ku。 两 种 形式 的 尿 激酶 显示 出 类 似 的 生物 学 活性 
低 分 子 量 的 尿 激酶 由 高 分 子 量 的 尿 激酶 水 解 而 成 。 尿 激酶 可 以 用 各 种 技术 从 人 的 尿 中 纯化 
采用 的 层 析 步骤 包括 : 亲 和 层 析 和 凝 胶 过 滤 。 但 是 治疗 用 的 尿 激酶 通常 用 死亡 新 生 儿 肾 细 胞 
的 原 代 细胞 培养 物 制备 。 

细菌 的 链 激酶 也 可 用 于 激活 纤维 蛋白 溶 酶 原 ， 链 激酶 由 各 种 溶血 链球 菌 产 生 ， 通 常 可 以 
从 它们 的 培养 过 滤液 中 纯化 到 。 经 纯化 后 该 蛋白 质 的 分 子 质量 在 45ku 的 范围 ， 由 于 它 来 自 
微生物 ， 所 以 链 激 酶 有 免疫 原 性 ， 它 的 使 用 有 时 会 导致 不 利 的 过 敏 反应 ， 但 是 它 比 其 他 血栓 
溶解 剂 特 别 是 t-PA 便宜 。 

与 已 经 讨论 过 的 纤维 蛋白 溶 酶 原 激活 剂 不 同 ， 链 激酶 缺乏 蛋白 水 解 活性 ， 该 蛋白 质 紧密 
结合 至 纤维 蛋白 溶 酶 原 ， 导 致 纤维 蛋白 溶 酶 原 分 子 的 构象 发 生 改变 ,使 其 有 蛋白 水 解 活性 。 
被 激活 的 这 对 纤维 蛋白 溶 酶 原 分 子 具备 了 催化 蛋白 水 解 激活 其 他 纤维 蛋白 溶 酶 原 的 能 力 ， 因 
而 产生 有 活性 的 纤维 蛋白 溶 酶 。 

葡萄 球菌 激酶 是 由 金黄 色 葡萄 球菌 产生 的 一 种 由 136 个 氨基 酸 组 成 的 酸性 蛋白 质 ， 它 
具有 洲 解 血栓 的 活性 ， 因 此 目前 正在 进行 临床 试验 ， 对 它 的 作用 进行 评价 。 葡 激酶 的 基 
因 已 被 克隆 并 在 重组 大 肠 杆菌 中 获得 表达 ， 其 三 级 结构 也 已 被 阐明 。 葡 激酶 的 激活 机 制 
很 大 程度 上 与 链 激 酶 相同 ， 它 结合 到 纤维 蛋白 溶 酶 原 或 纤维 蛋白 溶 酶 形成 一 个 1: 1 的 整 
比 复合 物 ， 该 化 合 物 然后 能 激活 其 他 的 纤维 蛋白 溶 酶 原 分 子 。 但 是 ， 与 链 激酶 不 同 ， 与 
在 血浆 中 游离 的 纤维 货 白 溶 酶 原 反应 很 差 . 但 与 存在 于 血块 表面 痕 量 的 纤维 蛋白 深 酶 其 
有 很 高 的 亲和力 。 最 终 形成 的 葡 激酶 /纤维 蛋白 深 酶 复合 物 因此 能 激活 存在 在 血块 表面 的 
其 他 纤维 蛋白 溶 酶 原 分 子 。 


5.6 ”其 他 血液 相关 制剂 


除了 参与 血块 或 促进 溶解 血块 的 蛋白 质 以 外 ， 其 他 的 几 个 血清 蛋白 实际 上 有 重要 的 或 可 
能 的 治疗 价值 ， 例 如 : 人 的 血清 蛋白 、w- 抗 胰 蛋 白 酶 、 血 红 蛋 白 和 免疫 球 蛋白 。 


5.6.1 人 血清 白 蛋白 


血清 白 蛋白 组 成 了 血清 中 最 丰富 的 蛋白 质 ， 大 约 占 总 血浆 蛋白 的 60%， 它 也 是 已 知 的 
最 小 的 血浆 蛋白 之 一 ， 分 子 质量 为 69ku， 它 也 是 少数 缺乏 碳水 化 合 物 部 分 的 血浆 蛋白 之 一 ， 
它 在 肝 内 被 合成 是 作为 前 白 蛋 白 原 ， 在 通过 内 质 网 时 从 氨基 末端 除去 了 几 个 氨基 酸 残 基 ， 产 
Ak T di 585 个 氨基 酸 组 成 的 成 熟 的 白 蛋 白 ， 这 种 成 熟 的 白 蛋白 分 子 有 几 个 链 内 二 硫 键 ， 它 由 
3 个 类 似 的 结构 域 CI. MD 组 成 ， 结 构 中 有 67% 的 o 螺旋。 

白 蛋 白 的 主要 功能 是 提供 血浆 的 大 部 分 自然 渗透 压 ， 它 也 起 重要 的 运输 作用 ， 特 别 重要 
的 是 运输 体内 水 介质 中 的 少量 可 溶性 物质 ， 好 多 游离 的 脂肪 酸 牢固 地 结合 到 白 蛋 白 ， 在 血浆 
内 用 这 种 方式 被 运输 。 

在 健康 人 体 的 尿 中 ， 几 乎 没有 和 白 蛋白 存在 ， 但 是 有 些 病人 ， 特 别 是 肾病 患者 ， 分 刻 大 量 
血清 白 蛋白 到 尿 中 。 某 些 肝 病 也 导致 肝 的 蛋白 质 合成 明显 降低 ， 结 果 几 个 血浆 蛋白 的 浓度 明 
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显 降低 ， 降 得 最 明显 的 是 白 蛋 白 。 

人 血清 白 蛋 白 的 水 溶液 可 以 购买 到 ， 其 浓度 从 5% 一 25% ， 人 血清 白 蛋白 制品 用 于 某 些 
形式 的 肾病 或 肝病 患者 ， 对 于 因 血 液体 积 减少 而 导致 休克 的 病人 ， 也 可 用 它 作为 血浆 体积 扩 
充 剂 。 血 液体 积 的 降低 常 与 外 科 手 术 相 联系 ， 或 发 生 在 严重 损伤 以 后 。 

白 蛋 白 通常 从 健康 供 者 的 血清 、 血 桨 或 胎盘 中 纯化 而 得 ， 在 纯化 前 ， 对 所 有 还 未 加 工 的 
材料 进行 筛选 ， 去 除 存在 的 病毒 或 其 他 可 能 致 病 的 微生物 ， 通 过 沉淀 和 层 析 的 纯化 方法 ， 获 
得 产品 的 纯度 达到 95%~96%。 与 大 多 数 蛋 白质 水 溶液 制品 一 样 ， 纯 化 的 白 蛋 白 经 过 滤 消 
毒 ， 然 后 无 菌 操作 装填 至 消毒 的 容器 ， 虽 然 没 有 加 保护 剂 ， 但 是 最 终 产 品 中 包含 稳定 剂 辛酸 
钠 ， 它 对 热 有 特别 的 抵抗 能 力 。 在 装填 产品 后 ， 对 产品 进行 加 热处理 ， 使 可 能 存在 的 致 病 微 
AD ATG» iH 60°C MF 10h, 

虽然 目前 商业 上 出 售 的 白 蛋白 是 从 血 或 胎盘 获得 的 ， 但 是 它 已 被 用 许多 重组 系统 生产 出 
来 。 采 用 的 重组 系统 包括 细菌 诸如 枯草 杆菌 和 大 肠 杆 菌 、 酵 母 菌 〈 如 酿酒 酵母 》 和 植物 马 铃 
昔 。 虽 然 白 蛋白 能 便宜 地 从 自然 资源 中 直接 提取 ， 但 是 因为 被 感染 过 的 产品 会 偶然 传播 血液 
携带 的 疾病 ， 所 以 有 必要 生产 这 种 蛋白 质 的 重组 形式 。 人 血清 白 蛋 白 有 时 也 在 生物 药品 中 用 
作 稳 定 的 赋 形 剂 。 


5.6.2 a1- 抗 胰 蛋 白 酶 


ai- 抗 胰 蛋 白 酶 是 一 个 分 子 质量 为 52ku AUPE AT, m 394 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 包 括 3 个 
糖 基 化 位 点 。a- 抗 胰 蛋 白 酶 基因 (PI) 位 于 14 号 染色 体 远 侧 长 回 ，w- 抗 胰 蛋 白 酶 在 肝 内 
合成 ， 在 将 血清 进行 电泳 时 ui- 抗 胰 蛋 白 酶 的 带 占 90%% 以 上 ， 它 通常 存在 于 血清 中 ， 每 升 达 
2g。 该 蛋白 质 的 各 种 遗传 性 变型 也 已 被 叙述 了 。 

wa- 抗 胰 蛋 白 酶 是 存在 于 哺乳 动物 血清 中 的 主要 丝氨酸 蛋白 抑制 剂 ， 它 作为 弹性 蛋白 酶 
的 潜在 的 抑制 剂 ， 通 过 中 性 粒 细胞 的 弹性 蛋白 防止 肺 细胞 损害 。 中 性 粒 细胞 是 粒 细胞 〈 特 别 
是 一 类 白细胞 ) 的 一 种 特殊 类 型 。 遗 传 缺陷 导致 人 血浆 中 w - 抗 胰 蛋 白 酶 缺乏 已 经 叙述 过 了 ， 
这 种 遗传 缺陷 主要 在 北欧 血统 的 人 群 中 流行 ， 有 这 种 遗传 缺陷 的 人 病情 常 发 展 成 为 对 生命 有 
危险 的 肺 气 肿 ， 这 是 由 于 没有 抑制 中 性 粒 细胞 弹性 蛋白 酶 对 肺 组 织 的 伤害 。 通 过 静脉 注 和 人 
ai- 抗 胰 蛋 白 酶 的 替代 治疗 可 以 阻止 这 种 疾病 的 进展 。 

治疗 先天 性 ai- 抗 胰 蛋 白 酶 缺陷 的 患者 用 的 mw- 抗 胰 蛋 白 酶 制品 ， 通 常 是 从 收集 的 血浆 中 
提取 出 来 的 ， 需 要 大 量 抑制 剂 〈 每 个 病人 每 年 大 约 200g). 和 被 感染 过 的 原材料 传播 疾病 的 
可 能 性 促使 重组 a- 抗 胰 蛋 白 酶 的 发 展 。a,- 抗 胰 蛋 白 酶 最 近 被 成 功 地 表达 在 转基因 鼠 和 羊 的 


乳汁 中 。 
5.6.3 血液 代用 品 


在 过 去 的 几 年 里 ， 关 于 发 展 血液 代用 品 或 者 红细胞 代用 品 已 做 了 大 量 的 工作 ， 发 展 这 种 
代用 品 会 降低 或 消除 血液 制品 会 传播 疾病 的 忧虑 。 人 们 希望 这 种 代用 品 的 保存 期 要 比 血细胞 
制品 长 ， 后 者 必须 在 收集 的 42d 内 使 用 ， 而 且 决定 血型 的 抗原 位 于 红细胞 的 表面 ， 无 细胞 代 
用 品 可 以 不 考虑 血型 而 普遍 应 用 。 红 细胞 浓缩 物 目前 临床 上 用 于 治疗 一 些 形式 的 贫血 症 和 溶 


血 疾病 。 
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好 多 物质 被 研究 用 作 可 能 的 血液 代用 品 ， 用 氟 处 理 过 的 碳 氢化 合 物 〈 氟 化 碳 ) 作为 血液 
代用 品 也 已 作 了 评价 ， 已 在 临床 上 用 于 少量 的 病人 。 这 种 氟 化 碳 能 成 功 运输 氧气 和 二 氧化 
碳 ， 在 一 些 动物 模型 中 可 以 用 来 代替 全 血 。 如 果 这 些 化 合 物 结合 和 运输 临床 上 重要 的 氧 ， 就 
需要 吸 高 浓度 的 氧 ， 而 且 一 些 临 床 研究 指出 ， 氟 化 碳 可 以 导致 妥协 的 免疫 功能 。 这 样 的 缺点 
妨碍 它 作为 合适 的 代用 品 的 广泛 应 用 。 

纯化 的 血红 蛋白 也 已 被 研究 作为 沟 在 的 红细胞 代用 品 ， 血 红 蛋 白 是 在 循环 红 血 细胞 或 红 

CH=CH,CH, Ub LOS EE YE HE US, AWAR TEL de ik 

, Bo 和 有 组 成 。 天 然 的 分 子 可 以 用 ose BAR. BTR PE CHE A 

约 为 64ku。4 个 多 肽 亚 基 中 的 每 一 个 也 包含 一 个 血红 素 的 畏 
基 ， 赋 予 这 些 多 肽 结合 氧 的 性 质 〈 图 5. 8) 。 结 合 一 个 氧 分 子 

到 一 个 血红 素 基 团 ， 大 大 增加 对 剩余 基 团 的 氧 的 亲和力 。 
和 这 种 氧 结合 动力 学 使 血红 蛋白 理想 地 适合 于 它 的 运输 氧 


dein: Ty 的 作用 ， 但 是 ， 血 红 蛋 白 分 子 本 身 作为 血液 代用 品 是 不 合适 


的 ， 由 于 : 该 蛋白 质 在 红 血 细胞 外 的 环境 是 不 稳定 的 ，@ 

图 5.8 血红 素 辅 基 的 化 学 结构 “对 氧 的 高 亲和力 。 此 外 ， 当 血红 蛋白 分 子 游离 在 溶液 中 时 
二 委 忆 分解 成 ob TRIB. IH MUA BLM AMAIE A eH 

RMR REE 去 。 正 常人 的 红细胞 也 包含 大 量 2,3- 二 磷酸 甘油 酸 盐 ， 结 合 

2,3- 二 磷酸 甘油 酸 盐 至 血红 蛋白 降低 了 蛋白 质 对 氧 的 亲和力 

这 促使 在 到 达 了 人 需要 氧 的 组 织 以 后 ， 释 放 结合 的 氧 。 缺 乏 2,3- 二 磷酸 甘油 酸 盐 ， 使 纯化 的 
血红 蛋白 制品 的 氧 亲和力 太 大 ， 以 至 于 不 允许 用 这 种 方式 有 效 地 释放 氧 

与 游离 血红 蛋白 的 稳定 性 和 它 对 氧 的 高 亲和力 相关 的 许多 问题 至 少 部 分 可 以 通过 化 
学 修饰 加 以 克服 ， 用 戊 二 醛 各 其 他 促进 多 聚 作用 的 因子 处 理会 防止 这 种 四 聚 体 分 子 的 分 
解 。 吡 哆 醛 5' 磷 酸 基 团 的 共 价 附着 降低 对 氧 的 亲和力 ， 在 亚 基 之 间 引进 特殊 的 交叉 连接 
既 可 稳定 血红 蛋白 单个 的 分 子 ， 也 可 降低 它 对 氧 的 亲和力 。 所 有 这 些 修饰 过 的 血红 蛋白 
分 子 可 以 被 描述 为 以 血红 蛋白 为 基础 的 氧 载 体 Chaemoglobin-based oxygen carriers, 
HBOC) 。 

大 量 的 这 种 HBOC 制品 是 从 过 了 使 用 期 的 人 血 中 纯化 的 血红 蛋白 生生 物 而 来 。 人 们 已 
经 用 牛 血红 蛋白 进行 了 一 些 研究 ， 牛 血红 蛋白 与 人 血红 蛋白 相 比 对 氧 的 亲和力 较 低 ， 但 是 给 
也 这 种 非 自身 蛋白 会 导致 免疫 学 反应 或 过 敏 性 反应 。 关 于 这 一 点 ， 猪 的 血红 蛋白 是 有 意义 
的 ， 因 为 它 比 较 接 近 人 血红 蛋白 分 子 

与 好 多 其 他 临床 上 有 意义 的 蛋白 质 一 样 。 血 红 蛋 白 也 已 被 用 重组 方法 制备 了 。 血 红 蛋 白 
的 a 基因 和 有 基因 可 以 被 表达 在 个 别 的 系统 中 ， 可 以 用 纯化 的 重组 产品 重新 组 成 完整 的 血红 
和 蛋白， 或 者 两 个 基因 可 以 在 一 个 宿主 中 表达 ， 这 通常 导致 自动 产生 成 熟 的 四 聚 体 血红 蛋白 分 
子 。 血 红 蛋 白 己 被 成 功 地 生产 于 重组 大 肠 杆 菌 和 酵母 中 ， 也 已 被 生产 在 转基因 动物 的 血 
液 中 。 

虽然 在 技术 上 生产 重组 人 血红 蛋白 是 可 行 的 ,但 是 从 过 期 的 人 血 中 抽 提 仍然 是 血红 蛋白 
的 主要 来 源 ， 这 仍然 是 生产 血红 蛋白 最 经 济 的 方法 。 重 组 血红 蛋白 中 存在 的 污染 蛋白 质 本 质 
上 是 非 人 的 ， 因 此 是 有 免疫 原 性 的 。 当 从 人 血 中 提取 血红 蛋白 时 ， 就 不 存在 这 个 问题 ， 但 是 
重组 DNA 技术 允许 研究 人 员 合理 地 发 展 和 表达 具有 预期 特征 〔 改 进 了 稳定 性 或 降低 氧 亲 和 
力 ) 的 基因 工程 血红 蛋白 。 关 于 这 方面 的 研究 正在 进行 。 
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5.7 疫苗 技术 


5.7.1 传统 疫苗 


如 果 将 一 个 抗原 ,无 论 是 自然 地 、 还 是 人 为 地 导入 血 流 ， 那 么 宿主 的 免疫 系统 会 引起 免 
疫 反应 ， 该 免疫 反应 包括 产生 一 种 能 识别 抗原 并 与 之 结合 的 特异 抗体 。 抗 体 是 由 白细胞 的 一 
个 亚 群 了 淋巴 细胞 产生 的 ， 抗 体 与 抗原 结合 可 使 抗原 失 活 或 中 和 ， 给 抗原 一 个 标记 以 便 被 
免疫 系统 的 其 他 成 分 破坏 掉 。 此 外 ， 第 二 类 白细胞 T 淋巴 细胞 可 以 被 激活 ， 激 活 的 T 淋巴 
细胞 也 可 以 引起 免疫 反应 ， 这 种 细胞 在 破坏 外 源 抗原 诸如 细菌 和 一 些 病毒 中 起 重要 作用 。 在 
免疫 系统 已 战胜 了 外 来 的 抗原 后 ， 被 称 作 记忆 细胞 的 长 寿命 B 细胞 和 T 细胞 仍然 保留 在 血 
液 中 ， 这 些 记忆 细胞 能 识别 曾经 引起 机 体 产生 过 免疫 反应 的 抗原 ， 因 此 ， 如 果 该 抗原 再 次 进 
和 人 机 体 ， 记 忆 细 胞 会 触发 一 个 强烈 的 免疫 反应 ， 这 个 反应 与 原先 的 不 一 样 ， 原 先 的 免疫 反应 
发 生得 比较 慢 ， 而 重复 的 反应 是 立即 发 生 的 。 

免疫 接种 过 程 是 企图 利用 由 免疫 系统 提供 给 的 自然 防御 机 制 ， 包 括 人 工 暴 露 免疫 系统 至 
抗原 制品 ， 这 种 过 程 引 起 对 特殊 致 病菌 的 主动 的 免疫 反应 。 如 果 已 产生 免疫 反应 的 人 再 次 与 
这 种 抗原 相 接触 ， 会 立即 产生 一 种 特异 的 免疫 反应 ， 这 就 会 很 快 破坏 引起 机 体 不 适 的 抗原 ， 
不 至 于 引起 全 面 的 感染 。 

因此 ， 疫 苗 是 一 种 通常 由 病原 体 或 与 病原 体 相关 的 抗原 成 分 组 成 的 制品 ， 在 接种 疫 
菌 以 后 ， 刺 激 免 疫 反 应 ， 因 而 使 机 体 产 生 有 效 的 免疫 力 ， 这 就 防止 以 后 被 相同 的 或 搞 
原 类 似 的 病原 体感 染 ， 所 以 疫苗 用 来 预防 机 体 可 能 已 遭遇 过 的 那 种 疾病 再 次 发 生 。 大 
多 数 免疫 接种 方案 包括 一 个 初次 剂量 ， 然 后 在 以 后 合适 的 时 间 再 给 一 次 或 二 次 追加 剂 
量 ， 确 保 与 引起 高 水 平 循环 抗体 有 联系 的 最 大 免疫 反应 的 产生 。 疫 苗 生 产 代表 了 生物 
技术 领域 的 一 个 重要 的 专门 市 场 ， 许 多 国家 实施 了 一 个 系统 的 免疫 接种 计划 来 预防 主 
要 的 传染 病 。 

可 用 疫苗 制品 预防 的 疾病 是 由 各 种 病原 体 引 起 的 ， 包 括 病毒 、 立 克 次 体 和 各 种 微 生 
物 ， 预 防 其 他 有 害 生 物体 ， 例 如 毒素 的 疫苗 也 已 经 被 制备 了 。 或 许 引 起 人 工 免疫 的 最 有 
效 的 方法 是 暴露 受 体 到 包含 少量 这 种 实际 病 体 的 疫苗 ， 但 实际 上 这 种 方法 很 少 采 用 ， 因 
为 存在 危险 性 ， 受 体会 感染 无 法 控制 的 疾病 。 死 的 、 失 活 的 或 减 毒 的 细菌 或 病毒 常 被 用 
作 疫 苗 ， 这 种 疫苗 几乎 没有 或 没有 毒 力 ， 但 是 具有 野生 型 病原 体 类 似 的 免疫 特征 。 病 原 
体 可 以 通过 各 种 化 学 或 物理 方法 杀 死 或 失 活 ， 将 病原 体 在 非 自然 宿主 中 培养 可 碱 毒 ， 对 
付 各 种 细菌 毒素 的 安全 疫苗 制品 的 制备 是 将 毒素 失 活 ， 这 样 既 除 去 了 毒素 的 毒性 、 又 保 
存 了 毒素 的 免疫 原 性 。 

这 种 制品 有 一 个 或 更 多 的 缺点 ， 死 的 或 失 活 的 病原 体 与 其 野生 型 相 比 其 免疫 原 性 明 
显 低 ， 如 果 用 来 杀 死 或 失 活 病原 体 的 方法 不 是 自始至终 100% 有效， 那么 有 可 能 偶尔 把 有 
毒 的 病原 体 作为 疫苗 使 用 ， 即 使 不 严重 ， 一 些 减 毒 苗 也 有 重新 转变 成 野生 型 的 危险 。 通 
过 使 用 病原 体 的 被 纯化 的 抗原 成 分 ， 就 可 降低 这 种 理论 上 的 危险 性 。 表 面 多 糖 蛋 白 已 被 
纯化 并 被 用 来 在 几 个 实例 中 诱导 有 效 的 免疫 力 。 表 5.5 列举 了 商业 上 现 有 的 主要 的 常规 
疫苗 制品 。 
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RSS 常用 于 诱导 有 效 免疫 力 的 疫苗 制品 


"At ifi (Bacillus Calmette-Guerin) 
麻疹 疫苗 
流行 性 腮腺 炎 疫 菌 


Ra HE M 

AE DK Hi Ae HE CE HE ELO. 
PPD AE eB CRR ZR SERE RENTED 
黄 热 病 疫苗 

RAL EH 

流感 疫苗 


AA 

鼠疫 疫苗 
狂犬 病 疫苗 

伤寒 疫 菌 

Bs Boot di 

TR ALM AR I HE BE A 
RE d 

破 伤风 疫苗 

乙肝 疫苗 


哮 血 流感 疫苗 
脑膜 炎 球菌 疫苗 


肺炎 球菌 疫苗 


活 的 结核 分 支 杆菌 减 毒 株 

活 的 麻 疙 病毒 减 毒 株 通常 用 鸡 胚 培养 细胞 繁殖 

引起 局 腺 炎 的 乙 腺 炎 副 黏 病毒 的 减 毒 株 ,通常 用 
鸡 胚 细胞 繁殖 

活 的 风疹 病 碱 毒 株 用 培养 细胞 繁殖 

活 的 背 昔 灰质 炎 病 毒 减 毒 株 用 培养 细胞 繁殖 

细胞 培养 后 灭 活 的 脊髓 灰质 炎 病 毒 

鸡 胚 培养 的 活 的 黄 热 病毒 减 毒 株 

TL NOEN 

单个 或 混合 的 流感 病毒 灭 活 株 或 流感 病毒 表面 抗 
J Chin ti £L A8 IR RE ACCRUE 8 CE IND 9 ERE 

百日咳 博 代 杆菌 的 死 菌 

甲醛 灭 活 的 鼠疫 耶 尔 森 菌 

狂犬 病毒 灭 活 株 

死 的 伤寒 沙门 氏 昔 

ARE BERE Wi KENT SEC He CCP HL PR PESE SEED 

活 的 减 毒 的 水 瘟病 毒 

白喉 棒状 杆菌 的 甲醛 处 理 过 的 毒素 (一 种 类 硒 素 ) 

破 伤风 梭 菌 的 经 甲醛 处 理 的 毒素 (一 种 类 毒素 ) 

用 遗传 工程 生产 的 或 从 携带 者 血浆 中 分 离 的 乙肝 
表面 抗原 

纯化 的 B 型 流感 哮 血 杆菌 的 夹 膜 多 糖 


从 一 个 以 上 脑膜 炎 奈 瑟 菌 血清 型 获得 的 纯化 的 多 
糖 抗原 
从 不 同 血清 型 肺炎 链球 菌 纯 化 的 多 糖 抗原 


预防 结核 病 
预防 麻疹 
预防 流行 性 腮腺 炎 


预防 风疹 

ADH YEMUX FEE 
Bib TEMOR HE 
预防 黄 热 病 
BORA 

预防 流感 


预防 百日咳 
预防 鼠疫 

预防 狂犬 病 
预防 伤寒 

Bi; DEE Di 
预防 鸡 盖 

BB EM 
预防 破 伤风 
预防 乙 型 肝炎 了 


预防 流感 哮 血 杆菌 - 
机 儿 脑膜 炎 的 主要 病因 

预防 引起 脑膜 炎 流行 
fO MUR HE EU 

预防 肺炎 球菌 病 


@ 简称 “乙肝 ”。 


5.7.2 重组 疫苗 


最 近 疫 苗 研究 的 进展 主要 集中 在 重组 DNA 技术 方面 ， 这 种 技术 允许 在 重组 大 肠 杆 
菌 、 醉 母 菌 或 哺乳 动物 细胞 中 生产 病原 体 的 特异 蛋白 抗原 ， 这 种 与 野生 型 来 源 相 同 的 蛋 
白 抗原 已 被 纯化 并 作为 疫苗 。 该 疫苗 生产 方法 与 常规 的 疫苗 生产 方法 相 比 有 以 下 几 个 


优点 : 
OD 临床 上 使 用 安全 ; 
@ 能 大 量 供应 ; 
O 是 一 种 确定 的 产品 ; 
图 不 大 可 能 引起 副作用 。 


因为 重组 疫苗 是 由 病原 体 的 单一 成 分 组 成 的 ， 所 以 是 非常 安全 的 ， 接 种 这 种 疫苗 不 会 到 
病 ， 而 且 这 种 制品 也 不 可 能 被 其 他 病原 体 污染 ， 接 种 这 种 确定 的 结构 不 太 复 杂 的 疫苗 也 不 太 
可 能 引起 没有 预料 到 的 不 利 的 临床 反应 。 用 重组 方法 生产 疫苗 也 保证 了 连续 、 方 便 地 提供 安 
全 材料 ， 这 有 助 于 使 产品 价格 下 降 ， 防 止 偶尔 把 疾病 传播 给 疫苗 制造 者 。 除 了 这 些 单 组 分 疫 
苗 外 ， 还 有 一 些 联合 疫苗 ， 如 麻疹 、 流 行 性 腮腺 炎 和 风疹 三 联 疫苗 ， 以 及 白喉 、 破 伤风 和 百 


日 咳 三 联 疫苗 。 
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5.7.3 以 乙 型 肝炎 为 基础 的 重组 疫苗 


被 批准 用 于 人 的 第 一 个 重组 疫苗 是 乙肝 疫苗 ， 传 统 的 乙肝 疫苗 是 从 感染 者 的 血浆 中 分 离 
纯化 的 乙肝 表面 抗原 (hepatitis B surface antigen, HBsAg) 制 成 的 。 当 从 血浆 中 分 离 时 ， 
通常 不 能 发 现 游离 的 HBsAg 多 肽 ， 而 是 直径 为 22um 的 多 肽 颗粒 。 用 这 种 方法 制备 的 乙肝 
疫苗 有 几 个 缺点 : 在 最 终 的 制品 中 可 能 被 有 活性 的 乙肝 病毒 颗粒 污染 ， 或 被 其 他 的 像 HIV 
一 类 病毒 污染 ， 而 且 依赖 于 经 常 性 地 提供 感染 者 的 血浆 。 

几 年 以 前 ，HBsAg 已 被 克隆 并 在 多 种 表达 系统 中 表达 GK 5. 6)， 用 酿酒 酵母 生产 的 
rHBsAg 是 第 一 个 被 批准 用 于 临床 的 重组 亚 单位 疫苗 (1986 年 ， 美 国 )， 从 那 以 后 ， 又 有 一 
些 在 酿酒 酵母 中 生产 的 rHBsAg 被 批准 上 市 。 重 组 分 子 的 纯化 常用 抗 -HBsAg 抗体 进行 免疫 
亲 和 层 析 。rHBsAg 可 以 单独 用 作 单价 苗 ， 也 可 作为 预防 多 种 病原 体 的 联合 疫苗 中 的 一 个 成 
分 ，Tritanrix-HB 便 是 这 种 联合 疫苗 的 一 例 ， 由 SmithKline Beecham 生产 的 这 种 制品 可 以 
预防 白喉 、 破 伤风 、 百 日 咳 毒素 和 乙 型 肝炎 。 其 他 乙肝 抗原 ， 例 如 它 的 核心 抗原 (HBcAg) 
也 已 被 成 功 地 在 重组 系统 中 生产 。 

许多 来 自 其 他 各 种 病原 体 的 蛋白 抗原 也 已 用 重组 技术 生产 了 OR 5.7)， 还 有 许多 正在 
进行 临床 试验 。 


表 5.6 用 于 生产 HBsAg 的 重组 系统 表 5.7 用 重组 系统 生产 的 其 他 病原 体 的 以 蛋白 质 为 基础 的 抗原 


细菌 系统 大 万 杆菌 百 日 咏 表面 抗原 预防 百日咳 
破 伤风 毒素 片 股 C 预防 破 伤风 
BREE arid 血细胞 覆 集 案 预防 流感 
哺乳 动物 系统 RAN 甲肝 衣 壳 蛋白 预防 甲肝 
retin we a BB YER I 
SERIE MEF 预防 狂犬 病 
次 余 细 胞 Aum D 预防 疱疹 


百日咳 表面 抗原 (p69) 基因 已 被 克隆 并 在 大 肠 杆 菌 获得 高 表达 ， 博 代 杆 菌 家 族 的 两 个 
成 员 (Bordetella pertussis 和 Bordetella parapertussis) 是 百日咳 的 致 病因 子 。 传 统 的 百 日 
咳 疫苗 是 由 死 的 百日咳 博 代 杆菌 组 成 的 ， 从 重组 纯化 的 诸如 p69 表面 抗原 很 可 能 成 为 第 二 代 
百日咳 疫苗 制品 。 

为 了 发 展 另 一 个 可 能 的 破 伤风 疫苗 ， 破 伤风 的 毒素 片段 也 已 被 在 大 肠 杆 菌 中 生产 ， 目 前 
破 伤风 毒素 的 生产 包括 用 甲醛 处 理 毒素 ， 因 此 形成 类 毒素 。 天 然 的 破 伤风 毒素 是 由 分 子 质量 
为 150ku 的 一 条 单独 的 多 肽 链 组 成 ， 完 整 毒素 蛋白 分 解 断 裂 成 两 个 片段 ， Be AB 是 毒素 N 
端 部 分 ， 分 子 质量 为 100ku， 而 片段 C 是 分 于 质量 为 50ku 的 羧基 末端 ， 该 片段 C 没有 毒性 ， 
在 实验 动物 中 能 引起 抵御 破 伤风 的 有 效 免疫 反应 ， 重 组 的 C 片段 制品 有 可 能 成 为 第 二 代 破 
伤风 疫苗 。 

好 多 源 自 其 他 病原 体 的 抗原 也 已 用 重组 系统 表达 ， 以 便 评 价 作为 亚 单位 疫苗 的 效果 ， 因 
为 有 些 重组 蛋白 体 必须 要 进行 一 些 翻译 后 的 修饰 ， 最 好 的 方法 是 用 哺乳 动物 细胞 如 CHO. 细 
胞 系 作为 重组 宿主 。 
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5.7.4 设计 疫苗 的 其 他 方法 


其 他 的 几 个 方法 也 用 于 现代 疫苗 的 生产 ， 其 中 一 个 方法 是 包括 分 离 或 合成 编码 病原 体 的 
-个 特殊 的 表面 抗原 基因 或 cDNA， 然后 将 它 引入 临床 上 没有 危害 的 病毒 ， 通 常 是 融合 到 一 
病原 体 个 病毒 的 表面 蛋白 ， 因 此 牛痘 菌 病毒 是 经 

病原 体 DNA ”党 被 采用 的 ， 在 用 这 种 活 的 重组 病毒 免疫 

以 后 , 不 仅 对 病毒 本 身 产生 恒定 的 免疫 
表面 蛋白 抗原 ” 力 ， 而 且 对 与 插入 基因 对 应 的 病原 体 也 有 
免疫 力 (图 5.9)。 为 了 构建 预防 乙肝 和 


抗原 的 基因 
非 致 病 病 毒 HIV 的 重组 疫苗 ， 乙 肝病 毒 和 HIV 的 基 
© es IR CL MER A SSH RAA, PUE PO AR 


分 高 编码 表面 


验证 实 这 些 疫苗 载体 能 引起 对 付 这 些 病 原 
Wen 体 的 免疫 反应 。 

图 5.9 构建 重组 疫苗 载体 的 基本 策略 另 一 种 途径 是 合成 一 段 与 病原 体 的 一 
鉴定 和 分 离 目标 病原 体 的 表面 抗原 基因 ， 然 后 将 其 导入 段 蛋白 抗原 相同 的 多 肽 ， 这 种 方法 是 非常 
和 全 

Anekun cate 3 制品 ， 而 且 没有 危害 物质 的 污染 。 被 任何 

蛋白 质 选 定 的 构象 结构 有 助 于 决定 它 的 抗 

原 性 水 平 ， 有 很 多 这 方面 的 例子 ， 一 些 破坏 天 然 构象 的 处 理 导致 不 能 产生 强 的 免疫 反应 。 好 

多 在 表面 抗原 能 引起 抗体 的 表 位 是 通过 蛋白 质 特殊 的 构象 结构 产生 的 ， 短 的 肽 序列 不 能 准确 
地 产生 这 种 表 位 ， 因 此 ， 接 种 它 可 能 是 无 用 的 。 


5.7.5 抗 独特 型 抗体 作为 疫苗 


抗 独特 型 抗体 也 可 能 被 用 作 疫 苗 ， 机 体 在 遇 到 任何 抗原 以 后 ， 它 的 免疫 系统 会 引起 一 个 
特异 的 免疫 反应 ， 免 疫 刺 激 的 一 个 结果 是 产生 B 淋巴 细胞 ， 然 后 B 淋巴 细胞 产生 能 特异 识 
别 和 结合 到 外 源 抗原 表 位 的 抗体 。 这 种 抗体 的 抗原 结合 位 点 位 于 它们 的 超 可 变 区 〈 见 第 6 
章 )。 超 可 变 区 本 身 也 包含 能 刺激 产生 另外 一 系列 抗体 的 抗原 决定 子 ， 存 在 于 超 可 变 区 上 的 
抗原 决定 能 常 被 称 为 独特 型 ， 由 第 一 抗体 的 超 可 变 区 产生 的 第 二 抗体 称 为 抗 独 特 型 抗体 。 

一 些 抗 独特 型 抗体 能 识别 第 一 抗体 的 不 直接 参与 结合 外 源 抗原 物质 的 可 变 区 内 的 表 位 ， 
但 是 另 一 些 抗 独特 型 抗体 是 由 存在 于 组 成 第 一 抗体 的 抗原 结合 位 点 的 超 可 变 区 内 的 特异 表 位 
引起 的 。 这 种 抗 独特 型 抗体 携带 被 称 作为 原始 抗原 的 内 在 影像 ， 能 模仿 抗原 ， 它 们 因此 能 够 
引起 产生 识别 和 结合 这 种 原始 抗原 的 抗体 。 

抗 独特 型 抗体 能 用 来 预防 由 各 种 病原 体 引起 的 疾病 ， 这 样 的 抗体 在 实验 室内 被 用 来 预防 
HBsAg、 痊 艇 灰质 炎 病 毒 、 狂 犬 病毒 、 肺 炎 链 球菌 和 罗 德 西亚 锥 虫 睡 眠 病 的 致 病因 子 )， 
但 是 至 今 大 量 抗 独特 型 抗体 试验 仅 限于 动物 试验 。 

通过 重组 DNA 技术 生产 亚 单位 苗 在 不 久 的 将 来 可 能 对 疫苗 技术 产生 巨大 的 影响 ， 抗 独特 
型 抗体 作为 一 些 特殊 的 菌 苗 制品 可 能 发 现 一 些 重要 的 应 用 ， 很 多 抗原 决定 子 性 质 上 不 是 蛋白 
质 ， 因 此 不 能 用 重组 DNA 技术 生产 ， 但 是 可 以 制备 这 种 抗原 的 抗 独特 型 抗体 用 作 有 效 的 疫苗 。 
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5.8 ”艾滋 病 疫 苗 


发 展 一 个 预防 HIV 的 疫苗 仍然 是 疫苗 研究 的 热门 课题 ，HIV 是 艾滋 病 的 致 病因 子 ， 虽 然 
这 种 不 可 救 药 的 病 的 传播 速度 在 西方 世界 正在 下 降 ， 但 是 在 非洲 和 世界 其 他 贫穷 地 区 的 迅速 增 
长 达到 了 危险 关头 。 据 世界 卫生 组 织 统计 ，HIV 感染 者 超过 7000 万 ， 年 死亡 率 超过 200 万 。 

HIV 是 逆转 录 病 毒 ， 它 的 遗传 物质 是 RNA，RNA 与 诸如 逆转 录 酶 和 整合 酶 位 于 病毒 
的 核心 部 位 ， 该 核心 材料 依次 被 核 蛋 白 p24 包围 。 病 毒 的 外 壳 是 由 原先 来 自 宿 主 细胞 膜 的 一 
种 膜 结构 组 成 ， 病 毒 颗 粒 就 在 这 种 膜 结构 内 被 合成 。 从 膜 突 出 的 部 分 是 糖 蛋白 gp120， 另 一 
个 糖 蛋 白 gp41 被 发 现 包 埋 在 膜 外 壳 中 ，gp120 和 gp41 二 者 都 在 病毒 复制 期 间 通过 蛋白 水 解 
断裂 糖 蛋白 gp160 而 产生 的 ， 另 一 个 蛋白 p17 位 于 病毒 外 壳 的 下 面 。 

HIV 能 结合 到 某 些 类 型 的 细胞 ， 人 敏感 细胞 必须 在 它们 的 表面 呈现 一 个 称 为 CD4 09 AE 
白 ， 以 促进 病毒 黏附 ，CD4 标志 仅 位 于 被 选择 的 细胞 类 型 ， 最 明显 的 是 辅助 细胞 ， 这 些 
细胞 在 产生 细胞 介 导 的 免疫 中 起 关键 性 作用 。 病 毒 通过 它 的 外 壳 糖 蛋白 gp120 结合 至 CD4， 
在 进入 细胞 后 ， 病 毒 RNA 用 作 反 转录 酶 的 模板 ， 因 此 产生 DNA， 然 后 病毒 DNA 整合 至 宿 
主 基 因 组 ， 这 是 由 整合 促进 的 过 程 。 一 旦 整合 ， 病 毒 基因 可 以 保存 在 基因 组 上 很 长 时 间 ， 如 
果 被 感染 的 细胞 分 裂 ， 病 毒 的 基因 会 与 宿主 染色 体 DNA 一 起 复制 ， 但 是 DNA 的 激活 导致 
产生 无 数 的 病毒 颗粒 ， 这 些 颗粒 最 终 从 宿主 细胞 膜 中 释放 出 来 ， 进 入 血 流 ， 在 细胞 内 特别 迅 
速 地 繁殖 甚至 会 导致 宿主 细胞 裂解 。 

为 了 发 展 一 个 有 效 的 艾滋 病 疫苗 ， 几 个 不 同 的 方法 继续 被 评价 : 给 予 少量 的 活 的 野生 型 
病毒 以 引起 免疫 保护 反应 看 来 显然 是 有 问题 的 ， 用 病毒 的 活 的 减 毒 株 组 成 的 疫苗 也 是 不 可 能 
的 ， 由 于 有 可 能 回复 突变 到 有 毒 力 的 形式 ， 而 且 很 难 预 言 是 什么 组 成 了 一 个 安全 减 毒 HIV 
病毒 ， 因 为 病毒 破坏 免疫 系统 的 分 子 基础 还 不 清楚 。 

失 活 的 病毒 颗粒 可 能 组 成 一 个 潜在 的 有 效 疫 苗 ， 通 过 化 学 〈 甲 醛 ) 加 上 照射 处 理 失 活 的 
病毒 制品 目前 正在 进行 临床 评价 。 野 生 型 病毒 株 起 初 是 通过 加 热 失 活 的 。 抗 独特 型 抗体 和 合 
成 肽 技术 作为 潜在 的 疫苗 制品 正在 研究 中 ， 目 前 正在 进行 临床 试验 的 大 部 分 疫苗 制品 是 由 通 
过 重组 DNA 技术 生产 的 病毒 的 特殊 抗原 组 成 的 。 关 于 这 一 点 , 已 报道 了 一 些 混乱 的 结果 ， 
好 多 这 种 抗原 是 由 重组 的 gp160、gp120 或 这 些 分 子 的 片段 组 成 的 。 为 了 便于 翻译 后 的 糖 基 
化 ， 这 些 重 组 分 子 通 常用 哺乳 动物 细胞 系 生产 。 虽 然 gp160 和 由 gp160 衍生 而 来 的 gp120 的 
突变 率 很 高 ， 但 是 研究 者 认为 很 可 能 这 些 特殊 序列 仍然 是 很 保守 的 。 在 疫苗 制品 中 ， 存 在 如 
此 保护 性 抗原 决定 子 在 理论 上 应 该 有 助 于 提供 预防 广泛 的 HIV 株 的 免疫 原 性 。 

目前 正在 评价 的 几 个 其 他 疫苗 制品 是 由 重组 核心 抗原 如 p24 和 p17 组 成 的 ， 这 些 蛋 白质 
与 外 壳 蛋 白 相 比 遗 传 漂 变 小 ， 因 此 它们 提供 了 制备 具有 广泛 特异 性 疫苗 制品 的 希望 。 已 知 当 
艾滋 病 病人 的 免疫 功能 下 降 时 ， 识 别 病毒 核心 蛋白 的 循环 抗体 水 平 也 下 降 。 与 此 相反 ， 识 别 
外 壳 糖 蛋白 的 循环 抗体 水 平 仍然 是 高 的 ， 因 此 专门 刺激 产生 抗 核心 蛋白 抗体 的 疫苗 可 能 对 抑 
制 已 有 各 种 合并 感染 艾滋 病 的 发 展 特别 有 效 。 

一 个 成 功 诱导 对 野生 型 病毒 有 靶 向 免疫 反应 的 疫苗 能 被 用 作 预 防 或 治疗 剂 ， 一 个 有 效 的 
预防 艾滋 病 疫 苗 应 该 在 病毒 进入 机 体 后 立即 产生 一 个 对 付 这 种 病毒 的 免疫 反应 ， 以 至 于 在 感 
染 还 没有 建立 以 前 就 将 病毒 破坏 。 发 展 治疗 疫苗 的 基本 原理 是 基于 这 样 的 事实 : 在 感染 
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HIV 以 后 ， 宿 主 的 免疫 反应 在 很 长 一 段 时 间 内 防止 病毒 广泛 复制 ， 这 就 防止 了 疾病 的 发 展 ， 
病人 在 临床 上 仍然 是 无 症状 的 ， 因 此 有 望 用 于 治疗 的 疫苗 能 刺激 免疫 功能 足以 进一步 延迟 疾 
病 临床 症状 的 发 展 。 

但 是 由 于 种 种 原因 ， 发 展 一 个 有 效 的 预防 HIV 疫苗 是 很 难 的 ， 因 为 HIV 的 突变 频率 比 
任何 其 他 病毒 都 高 ， 因 此 能 对 这 种 病毒 的 一 个 株 产 生 保护 抗体 的 疫苗 可 能 对 以 后 产生 的 遗传 
变种 不 产生 免疫 保护 ,而 且 好 多 艾滋 病 患 者 有 很 高 的 抗 HIV 循环 抗体 ， 但 似乎 不 能 阻止 疾 
病 的 发 展 ， 似 乎 仅 体液 反应 不 足以 战胜 感染 。 

很 可 能 有 效 的 疫苗 必须 诱导 很 强 的 体液 和 细胞 介 导 的 免疫 反应 ，T 细胞 介 导 的 免疫 反应 
在 破坏 病毒 感染 的 细胞 中 起 关键 作用 。 只 有 工 淋巴 细胞 才能 破坏 表面 显示 外 源 病毒 抗原 的 
细胞 ， 好 多 (即使 不 是 全 部 ) 传统 疫苗 制品 只 能 有 效 刺激 抗体 介 导 的 免疫 反应 。 

HIV 常 进入 新 的 宿主 ， 不 是 以 游离 的 颗粒 存在 ， 而 是 以 感染 细胞 的 形式 存在 ， 这 使 发 
展 一 个 有 效 的 疫苗 很 困难 ， 而 且 免 疫 监 视 可 能 不 能 识别 和 破坏 整 人 的 病毒 DNA. 仍然 是 静止 
的 那些 细胞 。 此 外 ， 缺 乏 能 引起 艾滋 病 的 动物 模型 也 使 得 很 难 进行 潜在 疫苗 的 临床 前 试验 。 
黑猩猩 可 能 是 最 好 的 动物 模型 ， 但 是 它们 是 属于 被 保护 的 动物 ， 目 前 供应 不 足 。 

为 了 战胜 HIV 的 感染 ， 除 了 发 展 疫苗 以 外 ， 正 在 研究 几 个 其 他 的 策略 ， 已 知 抑制 病毒 
的 整合 酶 或 道 转录 酶 的 抗 病毒 药物 目前 正在 被 评价 ， 但 是 好 多 这 种 药物 没有 特异 性 ， 因 此 往 
往 显 示 出 严重 的 副作用 。 

另 一 些 研 究 是 靶 向 整合 的 DNA， 目 的 是 为 了 防止 病毒 基因 被 激活 。 正 在 积极 考虑 之 中 
的 其 他 一 些 策略 包括 生产 重组 可 溶性 的 CD4 蛋白 分 子 ， 正 如 以 前 讨论 过 的 ， 病 毒 感染 起 始 
于 结合 至 在 敏感 细胞 表面 发 现 的 CD4 蛋白 ， 因 此 非 骨 肠 道 途径 给 予 的 大 量 可 溶性 的 CD4 分 
子 可 作为 病毒 的 诱骗 受 体 。 


5.8.1 癌症 疫苗 


据 估计 有 8000 万 人 患 癌症 ， 每 年 的 死亡 率 超过 700 万 ， 由 于 肿 疤 的 外 科 和 非 外 科 治 疗 
的 进展 ， 存 活 率 继续 提高 。 另 一 个 与 肿瘤 作 斗 争 的 措施 是 发 展 有 效 的 肿瘤 疫苗 ， 目 前 有 40 
多 种 这 种 疫苗 正在 进行 临床 试验 。 

近 20 年 来 科学 家 们 已 知 细胞 的 转化 常 导致 细胞 表面 性 质 改 变 ， 早 期 发 展 肿 瘤 疫苗 的 企 
图 集中 在 机 械 破 坏 或 照射 肿瘤 细胞 。 识 别 与 一 些 类 型 肿瘤 有 联系 的 特异 肿瘤 表面 抗原 
(tumour surface antigens, TSA) (第 6 章 ) 促进 了 更 合理 地 发 展 肿瘤 疫苗 ， 好 多 这 种 试验 
性 的 疫苗 是 由 重组 可 溶性 特异 的 TSA 组 成 的 ， 还 有 一 些 例子 是 编码 TSA fim Ar sx e ELTE 
酸 序列 已 被 表达 在 融合 到 病毒 的 一 个 表面 抗原 的 病毒 载体 中 〈 例 如 总 苗 )。 尽 管 这 种 途径 是 
有 希望 的 ， 但 是 发 展 一 个 真正 有 效 的 瘤 症 疫苗 牵涉 到 很 多 因素 ， 正 如 在 第 6 章 进 行 过 详细 讨 
论 的 那样 ，TSA 不 只 在 肿瘤 细胞 表达 ， 因 此 靶 向 TSA 即使 在 非 转化 细胞 上 低 水 平 表达 也 能 
导致 在 疫苗 的 受 体内 发 展 自身 免疫 类 型 的 疾病 。 

发 展 肿瘤 疫苗 的 另 一 个 途径 是 发 展 以 DNA 为 基础 的 疫苗 ，20 世纪 90 年 代 的 试验 显示 
通过 肌 注 动物 的 一 部 分 外 源 质粒 DNA 能 被 肌肉 细胞 吸收 ， 而 且 证 明 一 旦 进入 肌肉 细胞 内 ， 
外 源 DNA 通过 核 膜 并 作为 非 复制 的 附加 体 分 子 保留 在 核 内 ， 通 常 能 观察 到 外 源 DNA 的 低 
水 平 但 长 时 间 的 表达 ， 通 过 用 这 种 方法 将 编码 TSA 的 核 苷 酸 引 入 〈 和 以 后 的 表达 ) 体 细胞 
可 以 证 明 是 免疫 接种 预防 肿瘤 的 一 个 有 效 方法 。 
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5.8.2 佐 剂 技术 


许多 抗原 当 它们 独自 使 用 时 ， 只 能 产生 很 差 的 免疫 反应 ， 重 组 亚 单位 疫苗 也 是 如 此 ， 它 们 
通常 引起 一 个 好 的 B 细胞 反应 ， 但 T 细胞 反应 很 差 。 因 此 抗原 制品 通常 与 称 为 估 剂 物质 联合 
使 用 ， 佐 剂 通过 好 多 途径 来 增强 对 注入 抗原 的 免疫 反应 ， 例 如 它们 一 般 提高 抗原 的 免疫 原 性 ， 
它们 也 可 能 保护 抗原 不 会 快速 失 活 和 被 除去 ， 佐 剂 也 可 以 通过 增加 抗原 提 旦 到 各 种 类 型 的 免疫 
细胞 来 增加 抗体 的 产生 。 目 前 用 于 人 的 优 剂 只 有 铝 盐 ， 例 如 氢 氧 化 铝 [AI(OH), ] sk |t Ae fH 
(AlPO, )， 这 种 佐 剂 对 注射 的 抗原 增强 体液 免疫 反应 大 约 100 倍 ， 它 们 几乎 没有 副作用 。 

各 种 比较 有 潜力 的 佐 剂 制品 也 是 有 供应 的 ， 它 们 包括 : 弗 氏 完全 佐 剂 和 弗 氏 不 完全 佐 剂 
(Freund’s complete adjuvants/Freund’s incemplete adjuvants, FCA/FIA); @ 死 的 百日咳 细胞 悬 液 ; 
@ 分 支 杆菌 和 其 他 细胞 壁 的 有 免疫 刺激 的 成 分 。 弗 氏 完 全 佐 剂 是 由 在 水 - 油 乳剂 中 的 肺炎 分 支 杆 
菌 混合 物 组 成 ， 常 用 的 乳化 剂 被 称 为 山梨 醇 单 油 酯 (商品 名 Arlacel A)， 而 采用 的 油 通 常 是 矿物 
油 ， 弗 氏 不 完全 佐 剂 没有 分 支 杆菌 的 成 分 。 以 弗 氏 为 基础 的 佐 剂 由 于 使 用 后 有 副作用 ， 还 没有 被 
批准 用 于 人 ， 只 限于 在 动物 中 应 用 。 这 种 副作用 包括 严重 的 局 部 刺激 作用 以 及 形成 肉芽 肿 。 

存在 于 分 支 杆 菌 制品 中 的 有 免疫 刺激 的 成 分 看 米 是 胞 壁 酰 二 肘 Cmuramy! dipeptides, 
MDP)， 特 别 是 N- 乙 酰 胞 壁 酸 -L- 丙 氨 酰 -D- 异 谷 氨 酰 胺 (N-acetyl muramyl L-alamyl-D-iso- 
glutamine) 和 海 滞 糖 二 霉菌 酸 酯 (trehalose dimycolates，TDM) 。 发 现 的 这 些 分 子 是 与 分 
支 杆菌 的 细胞 有 联系 ，N- 乙 酰 二 霉菌 酸 酯 胞 壁 酰 是 肽 聚 糖 的 基本 成 分 ， 这 是 在 细菌 细胞 壁 
中 发 现 的 结构 多 聚 物 。 海藻 糖 二 吕 菌 酸 酯 是 由 两 个 分 子 的 分 o- o 

ate 


支 菌 酸 与 一 个 分 子 海藻 糖 经 共 价 连接 组 成 的 。 海 药 糖 是 由 经 HOP CHOH 


ibt EE Be (1 P A C A ERA A — 4 — E 5.10), HO oH OH 
分 支 菌 酸 是 一 个 羟基 化 的 脂 类 分 子 ， 它 广泛 存在 于 分 支 杆菌 e 
表面 (图 5.10)。 Ri 一 (co 

来 自分 支 杆菌 细胞 壁 中 包含 这 种 免疫 刺激 剂 的 经 纯化 的 uk 
抽 提 物 也 可 以 组 成 有 价值 的 佐 剂 材料 ， 它 们 的 使 用 明显 刺激 Pu 
抗体 的 产生 和 提高 细胞 介 导 的 免疫 功能 ， 这 些 刺 激 剂 是 致 热 aa paa suas 
的 ， 因 为 它们 能 增强 释放 白介素 1 Cinterleukin-l, IL-1, Pj ipe uses HR: 0» 


部 的 热源 ) 。 各 种 胞 壁 酰 二 聚 体 已 有 化 学 方法 被 合成 ， 其 中 分 支 北 本 结构 式 ， 在 分 支 苗 酸 内 的 Ri 
一 些 能 诱导 免疫 刺激 反应 。 和 Rs 莽 困 代表 长 链 遍 肪 烃 

死 的 百日咳 细胞 悬 液 有 时 也 用 作 优 剂 材料 ， 已 知 百日咳 毒素 刺激 抗体 产生 ， 来 自 死 细 胞 
的 LPS 也 可 以 通过 诱导 IL-1 的 分 泌 来 刺激 免疫 功能 。 
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第 6 章 
治疗 用 抗体 和 栈 


6.1 3 言 


抗体 和 酶 类 被 广泛 用 于 体外 诊断 目的 〈 第 9 章 )， 多 克隆 抗体 制剂 用 于 治疗 目的 
以 诱导 被 动 免疫 也 有 几 | 年 的 时 间 了 ， 最 近 发 现 单 克隆 抗体 制剂 和 采用 重组 DNA 技 
术 制 备 的 抗体 片段 同样 具有 治疗 作用 。 本 章 就 抗体 和 酶 制剂 在 体内 的 医学 应 用 进行 
综述 。 


6.2 ”应 用 于 体内 的 抗体 


6.2.1 多 克隆 抗体 制剂 


多 种 多 克隆 抗体 制剂 已 应 用 于 临床 ， 通 常 它们 提供 立即 的 免疫 保护 ， 用 以 抵抗 特定 病原 
体 或 其 他 有 害 抗原 物质 对 机 体 的 损伤 。 这 种 特异 抗体 制剂 的 应 用 称 为 被 动 免疫 ， 所 用 的 纯化 
抗体 制剂 一 般 称 为 抗 血 清 ， 它 与 免疫 球 蛋白 制剂 有 明显 差别 ， 前 者 是 指 用 动物 制备 的 抗体 
而 后 者 特 指 从 人 源 获 得 的 纯化 抗体 ， 这 两 种 纯化 制剂 的 主要 成 分 是 免疫 球 蛋 白 G Cimmuno- 
globulin G, IgG) 分 子 。 一 些 常用 的 抗 血清 和 免疫 球 蛋 白 制 剂 见 表 6. 1 

当 由 于 某 已 知 抗原 的 存在 导致 病人 遭受 伤害 或 加 剧 伤害 时 ， 常 采用 被 动 免 疫 作为 治疗 手 
段 ， 这 些 抗原 物质 包括 病毒 、 微 生物 或 由 某 些 蜂 蛛 或 蛇 产生 的 毒素 。 抗 体制 剂 特异 地 识别 侵 
人 机 体 的 抗原 并 与 之 结合 ， 从 而 将 其 中 和 或 使 其 灭 活 ， 同 时 外 源 抗体 也 可 以 帮助 机 体 产生 针 
对 外 源 抗原 的 免疫 应 答 。 

与 此 相反 ， 主 动 免疫 〈 应 用 特定 抗原 作为 疫苗 使 机 体 自身 产生 免疫 应 答 ， 第 5 章 ) 通常 
被 用 作 预 防 措施 ， 以 防止 特定 疾病 的 发 生 。 在 某 些 情况 下 ， 被 动 免疫 也 可 用 作 预 防 措施 ， 例 
如 当 某 人 在 工作 或 旅游 时 可 能 接触 了 病原 体 ， 预 先 使 用 能 识别 该 病原 体 的 抗体 可 以 使 机 体 获 
得 短暂 的 免疫 保护 。 


表 6.1 通常 用 以 被 动 免疫 的 多 克隆 抗体 制剂 


普通 免疫 球 蛋 白 

抗 乙肝 病毒 免疫 球 蛋 白 
DUAR IE Se ERR BE A 

抗 狂 犬 病 免疫 球 蛋 白 
抗 巨细 胞 病毒 免疫 球 蛋 白 
抗 水 瘟 带 状 疱疹 免疫 球 蛋 白 
抗 破 伤风 免疫 球 蛋 白 

破 伤风 抗 毒素 

肉 毒 抗 毒素 

白喉 抗 毒素 

气 性 坏 瘟 抗 毒素 
抗 蝎 毒 血清 

抗 蛇毒 血清 

HUREK 


See eK RF e> >>> >>> 
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针对 流行 于 人 群 中 多 种 病原 的 广泛 特异 性 
乙肝 病毒 表面 抗原 特异 性 抗体 

麻疹 病毒 特异 性 抗体 

狂犬 病 病毒 特异 性 抗体 

巨细 胞 病毒 特异 性 抗体 

鸡 盖 病原 体 特异 性 抗体 

破 伤风 杆菌 毒 案 特 异性 抗体 

针对 破 伤风 杆菌 毒素 的 抗体 

针对 A、.B 或 E 型 肉 毒 梭 菌 的 毒素 的 抗体 
针对 白喉 毒素 或 类 毒素 的 抗体 

针对 诺 氏 梭 菌 、 产 气 荚 腊 杆菌 或 败 血 杆菌 等 的 -毒素 的 抗体 
针对 一 种 或 多 种 蝎子 的 毒素 的 抗体 

针对 各 种 毒蛇 毒 案 的 抗体 

针对 各 种 几 蛛 (特别 是 黑 塞 妇 ) 毒 素 的 抗体 


常用 大 动物 来 制备 特异 抗 血清 ， 其 中 以 马 最 为 常用 。 将 目标 抗原 注射 到 动物 体内 ， 
从 而 诱导 机 体 产生 免疫 应 答 (图 6. 1) 。 再 增强 免疫 注射 以 进一步 提高 抗体 应 答 水 平 ， 
定期 采集 免疫 动物 的 血样 并 用 适合 的 方法 检测 抗体 的 滴 度 。 当 识别 臣 抗 原 的 特异 抗体 


的 测定 值 较 高 时 ， 就 可 以 放血 了 。 


用 马 等 大 动物 制备 抗 血 清 时 ， 每 次 可 以 放 几 升 血 。 待 其 凝固 后 就 可 收集 抗 血 清 了 ， 


或 者 直接 将 血 采集 到 装 有 合适 抗 凝血 
剂 的 容器 内 ， 离 心 除去 血细胞 后 得 到 
血浆 。 血 清 或 血浆 进行 逐步 分 离 以 制 
备 纯化 的 抗体 ， 常 规 纯化 方法 包括 几 
步 连续 的 沉淀 步 又， 通常 使 用 乙醇 和 / 
或 硫酸 铵 作为 沉淀 剂 。 而 较 新 的 纯化 
法 则 采用 各 种 层 析 法 (图 6. 2) ， 如 离 
FRR. KAKA MHA A 柱 
层 析 法 等 。 在 血液 收集 、 处 理 和 纯化 
过 程 中 各 种 方法 的 采用 均 以 利于 生产 
制备 为 原则 。 

在 将 抗体 纯化 后 ， 测 定 其 滴 度 并 
通过 适度 稀释 或 浓缩 以 调整 到 合适 的 
滴 度 ， 向 其 中 加 入 NaCl 或 甘氨酸 等 稳 
定 剂 和 莱 酚 或 硫 柳 汞 等 抗菌 剂 。 过 滤 
除 菌 后 ， 无 菌 操作 装 人 无 菌 的 容器 内 ， 
封口 以 保持 无 菌 。 也 可 以 将 抗体 制剂 
冻 干 保存 。 抗 体 溶液 常 置 于 无 氧 的 氮 
气 环境 中 ， 用 以 防止 在 长 期 储存 中 抗 


采集 血样 


Tiki ——— 
a 
s 


10 12 14 16 18 20 22 24 
时 间 
图 6.1 动物 抗 血清 制备 示意 图 
使 用 目标 抗原 免疫 动物 诱导 产生 免疫 反应 。 血清 IgG 水 平 
升 高 。 反 复 注射 抗原 (增强 免疫 的 剂量 ) 以 维持 高 水 平 的 
抗原 特异 性 抗体 。 认 真 监 测 抗体 水 平 ， 以 便 在 最 适时 机 放 
u KERE), 每 7 一 14d 放 一 次 血 


0 24 6 8 
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弃 细胞 
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阴离子 交换 层 析 “上 iis wR 


图 6.2 AMR IgG 纯化 流程 
在 这 种 情况 下 IgG 不 结合 到 阳离子 交换 柱 上 ， 而 其 他 血浆 蛋白 则 结合 
到 阳离子 交换 柱 上 。 注 意 : 其 他 方法 或 上 述 过 程 经 变动 后 也 可 应 用 


体 的 氧化 分 解 。 通 常 储存 温度 为 2 一 8C 。 在 上 述 条 件 下 ,抗体 制剂 的 储存 寿命 可 达到 
3~5 年 。 

免疫 球 蛋 白 可 从 志愿 者 的 供血 中 纯化 ， 纯 化 方法 与 动物 来 源 抗体 的 纯化 方法 大 体 相 
同 。 从 正常 健康 个 体 的 供血 中 纯化 的 免疫 球 蛋 白 常 常 包含 多 种 抗体 特异 性 ， 这 是 由 于 供 
体 长 时 间 以 来 自然 或 人 工地 接触 到 多 种 抗原 所 致 。 同 样 ， 当 供 体 被 用 抗原 进行 了 免疫 或 
刚 从 该 抗原 物质 导致 的 疾病 中 康复 ， 从 其 供血 中 纯化 到 的 特异 识别 该 抗原 的 抗体 滴 度 就 
很 高 ， 例 如 当 某 人 刚 免疫 接种 了 乙肝 病毒 疫苗 或 感染 了 乙肝 病毒 ， 其 抗 乙肝 病毒 抗体 的 
滴 度 就 很 高 。 

抗体 制剂 的 使 用 有 时 会 导致 一 些 临床 副作用 ， 特 别 是 使 用 动物 源 抗 血清 时 。 与 动物 血清 
的 使 用 潜在 相关 的 副作用 包括 血清 病 以 及 严重 时 导致 的 过 敏 性 休克 ， 因 此 应 尽 可 能 使 用 人 源 
的 免疫 球 蛋 白 制 剂 。 用 于 纯化 抗体 的 血清 应 从 健康 的 动物 或 人 获取 ， 而 且 在 处 理 前 要 筛 查 潜 
在 病原 体 的 存在 与 否 。 

当 供 体 血 直接 用 于 输血 或 作为 纯化 各 种 血液 制品 的 原材料 时 ， 应 筛 查 的 病原 体 范围 
WF. 

© HIV- I FL HIV-I (A); 

Q 乙 型 肝炎 病毒 (A); 

图 两 型 肝炎 病毒 (A); 

@ 梅毒 密 螺 旋 体 (RO: 

© 巨细 胞 病毒 (R); 

© EB fate (R); 

@ HTLV-] f HTLV-I (F); 

® FERRE (F). 

注意 : MRA ERRE 0 AEE OT EG Br I). AEA HIV- I, HIV-I 、 
HBV 和 HCV 等 病毒 ， 在 上 面 提 及 的 病原 体 后 加 注 CAD 以 表示 必 检 之 意 ; 而 需 定期 或 经 常 
第 查 的 则 加 注 (RO 来 表示 ， 将 来 可 能 会 进行 筛 查 的 加 注 (CO. 


6.2.2 单 克 隆 抗体 


单 克隆 抗体 在 生物 技术 领域 的 应 用 范围 不 断 扩大 ， 包 括 : 
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D 体外 诊断 试剂 ; 

Q 体内 诊断 目的 的 研究 工具 ; 

Q 治疗 药物 ; 

图 疫苗 ; 

© 免疫 亲 和 层 析 的 配 基 ; 

© 催化 剂 。 

一 方面 是 因为 抗体 自身 具备 的 特异 性 、 选 择 性 和 结合 抗原 的 高 亲和力 ， 上 再 者 是 因为 可 采 
用 杂交 瘤 技术 无 限量 制备 同一 种 抗体 ， 而 最 近 利用 基因 重组 技术 制备 单 克 隆 抗体 技术 的 出 现 
则 进一步 拓宽 了 这 些 高 度 成 熟 的 生物 试剂 的 实用 性 和 有 效 性 。 

多 数 抗原 物质 的 表面 带 有 多 个 可 被 抗体 识别 的 表 位 ， 因 此 ， 当 免疫 系统 过 到 这 样 的 抗原 
时 会 产生 分 别 识别 和 结合 相应 表 位 的 多 种 抗体 (抗体 的 结构 如 图 6. 3 所 示 )， 与 特定 表 位 结 
合 的 抗体 由 来 源 于 同一 特定 B 淋巴 细胞 的 克隆 产生 。 如 果 将 这 种 分 小 抗体 的 B 淋巴 细胞 或 
浆 细胞 分 离 并 成 功 培养 ， 就 可 以 生产 单 特异 性 的 抗体 〈 单 克隆 抗体 )， 然 而 这 样 的 抗体 产生 
细胞 不 能 以 这 种 方式 长 期 培养 。 


> [Fab 


高 变 区 (CDR) 


图 6.3 抗体 (eG) 的 结构 
lgG 由 两 条 相同 的 重 链 和 两 条 相同 的 轻 链 构成 ， 分 子 呈 立 形 ， 通 过 链 内 、 链 间 二 
硫 键 以 及 非 共 价 键 形 成 稳定 结构 。 用 合适 的 蛋白 路 处 理 ， 抗 体 在 柔性 的 锌 链 区 断 
弄 ， 产 生 两 个 抗原 结合 片段 (Fab) 和 一 个 恒定 区 (Fo), BLK (Fo) 通常 介 导 
各 种 效应 功能 。 重 链 和 轻 链 都 含有 可 变 (V) 区 和 恒定 (C) 区 。 可 变 区 含有 抗原 
结合 位 点 ， 不 同 特异 性 抗体 的 可 变 区 氨基 酸 序 列 不 同 ， 而 恒定 区 则 相反 ， 不 是 这 
样 。 重 链 和 轻 链 从 结构 上 可 分 为 多 个 结构 域 ， 一 个 这 样 的 功能 域 构成 重 链 的 可 变 
区 (Vn)， 而 重 链 的 恒定 区 则 包括 Ch、C% 和 C3 三 个 功能 域 。 相 反 ， 轻 链 只 含有 
DER (VO 和 恒定 区 (CO 两 个 功能 域 。 由 Vue Vi 功能 域 形成 的 抗体 片段 称 
为 Fv 片段 。 每 个 功能 城 的 结构 特征 惊人 相似 ， 都 是 鸣 嗓 区 将 BB 折 引 连接 在 一 起 ， 
可 变 区 (Vn 和 VO 的 噜 噬 区 序列 高 变 ， 构 成 抗体 的 抗原 结合 位 点 。 这 些 高 变 区 
称 为 互补 决定 区 (CDRs)， 可 变 区 的 其 余 区 域 称 为 框架 区 ， 与 CDR 序列 相 比 变化 
较 小 。 免 疫 球 蛋 白 是 糖 蛋白 ， 糖 链 结合 在 重 链 的 恒定 区 ， 除 去 糖 基 不 会 影响 抗体 的 
抗原 结合 能 力 ， 但 会 影响 抗体 的 各 种 效应 功能 
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6.2.3 AZAHAR 


20 世纪 70 年 代 中 期 ， 创 立 了 一 种 利用 源 于 一 个 抗体 产生 细胞 来 制备 单 克隆 抗体 的 便利 
方法 ， 称 为 杂交 瘤 技术 (图 6.4)。 通 过 观察 发 现 ， 如 果 大 量 的 抗体 产生 细胞 与 能 无 限 繁殖 
的 骨髓 瘤 细胞 融合 ， 就 有 得 到 的 一 部 分 杂交 细胞 既 保持 了 骨 擅 瘤 细 胞 无 限 繁殖 的 特性 ， 同 时 


又 能 分 泌 大 量 的 单 克隆 抗体 ， 这 正 是 杂交 瘤 技术 产生 的 基础 。 
该 过 程 首先 是 用 要 制备 的 抗体 所 针对 的 抗原 免疫 小 入 ， 之 后 
牌 细胞 PURER) NAR (通常 在 初次 免疫 后 IAM), MEME, 


巴 细胞 冲洗 出 来 。 典 型 操作 是 用 10* 个 牌 源 洒 巴 细胞 与 
瘤 细 胞 在 聚 乙 二 醇 存 在 条 件 下 共同 艇 育 以 便 融 合 。 用 
HAM d CT REP EO OR SR RERUM 


在 丙二醇 存在 时 混合 ( hypoxanthine guanine phosphoribosy! transferase 
| PRT), KEAMAM SHAM RY, HEY fe 
BRAG ABAE CHAT 培养 基 ) 进行 培养 时 ， 这 

用 HAT 培 养 基 培 状 瘤 细胞 不 能 合成 DNA。 通 过 一 个 淋巴 细胞 和 一 个 骨 
| 胞 的 融合 产生 了 部 分 子 代 细胞 《杂交 瘤 细胞 ) nas 
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不 
快 被 杂交 益 所 超过 ， 因 为 杂 
48h 增殖 1 倍 。 在 HAT 培养 
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中 ， 杂 
从 细胞 外 培养 从 腹水 中 产生 的 腹水 中 就 含有 单 克隆 抗体 ， 
基 中 纯化 抗体 纯化 抗体 的 50-—100 售 ， 然 而 用 这 种 方法 这 
会 产生 伦理 问题 ， 同 时 它 也 存在 

RRR EA 


图 6.4 用 杂交 痛 技 术 制备 单 克隆 抗体 的 流程 
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制备 单 克隆 抗体 的 第 一 步 就 是 从 经 又 抗原 免疫 的 实验 小 鼠 脾 脏 中 收集 淋巴 细胞 ， 这 
些 淋 巴 细胞 中 有 部 分 细胞 可 以 产生 能 与 抗原 表面 的 特定 表 位 结合 的 抗体 。 在 诸如 丙 二 
醇 等 促 细 胞 融合 剂 存在 条 件 下 ， 将 淋巴 细胞 与 小 鼠 骨 髓 瘤 细 胞 共同 对 育 ， 这 样 得 到 的 
杂交 细胞 称 为 杂交 瘤 。 用 特定 的 选择 培养 基 培养 可 以 从 没 融 合 的 细胞 中 筛选 出 杂交 瘤 ， 
通过 稀释 和 组 织 培养 分 离 出 能 产生 抗体 的 杂交 瘤 ， 进 一 步 得 选 以 确定 哪个 〈 些 ) 克 
隆 株 能 产生 识别 靶 抗 原 的 抗体 ， 将 最 好 的 阳性 克隆 进行 培养 以 制备 大 量 的 单 克 隆 
抗体 。 

由 于 单 克隆 抗体 所 展示 出 来 的 特异 性 、 选 择 性 和 高 亲和力 结合 活性 ， 使 它 成 了 一 种 
很 有 吸引 力 的 生物 化 学 工具 ， 而 且 一 旦 鉴定 分 离 出 合适 的 杂交 瘤 ， 就 可 以 无 休止 地 生产 
出 大 量 的 特定 抗体 。 与 此 相反 ， 多 克隆 抗体 制剂 中 抗体 特异 性 的 范围 和 数量 在 不 同 批 次 
的 血样 间 可 能 会 有 所 变化 ， 而 且 当 最 初 的 制备 用 动物 死亡 后 ， 难 以 用 替换 的 动物 精确 复 
制 出 同样 的 效果 。 

杂交 瘤 技术 是 用 于 制备 单 克隆 抗体 的 常规 方法 ， 然 而 基因 工程 的 出 现 使 采用 重组 体系 制 
备 抗体 或 抗体 片段 更 为 方便 ， 具体 如 后 文 所 述 。 最 近 批准 的 许多 单 克 隆 抗体 产品 (以 及 多 数 
用 于 临床 试验 的 产品 ) 是 采用 重组 方法 制备 的 
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6.2.4 已 获 批准 体内 应 用 的 抗体 


1986 年 OKT3 作为 第 一 个 获准 体内 应 用 的 单 克隆 抗体 用 于 治疗 目的 ， 它 被 用 于 促进 对 
急性 肾 移植 排斥 反应 的 逆转 。OKT3 特异 识别 有 关 所 有 T. 细胞 分 化 的 细胞 表面 抗原 CD3， 
抗体 与 CD3 结合 后 可 诱导 T 细胞 的 破坏 ， 这 些 T 细胞 介 导 移植 组 织 引 发 排斥 反应 。 与 传统 
的 免疫 抑制 药物 相 比 ， 用 OKT3 进行 治疗 来 防止 移植 排斥 反应 更 为 有 效 ， 但 是 ， 它 的 使 用 
通常 会 诱导 许多 细胞 因子 的 释放 ， 而 这 些 细胞 因子 则 会 引起 许多 有 害 的 临床 反应 。 

到 2000 年 为 止 ， 已 经 有 18 个 单 克隆 抗体 产品 获准 用 于 体内 诊断 或 治疗 〈 表 6.2)， 其 
中 7 个 用 于 各 种 类 型 癌 的 检测 诊断 ，3 个 打算 用 于 对 特定 冶 的 治疗 。 大 约 90 个 单 克隆 抗体 
产品 正在 进行 临床 评价 〈 表 6. 3)。 所 有 这 些 使 得 抗体 (以 及 疫苗 ) 成 了 用 于 临床 试验 的 最 
多 种 类 的 药 用 生物 制品 。 


表 6.2 已 获准 用 于 体内 的 单 抗 产品 截止 到 2000 年 ) 


CEA-SCAN 
OncoScint 
ProstaScint 
Verluma 
Indimacis 125 
Humaspect 
Rituxan 
Tecnemab K1 
Herceptin 
Mabthera 
Remicade 
OKT-3 
Zenapax 
Simulect 
MyoScint. 
LeukoScan 
ReoPro 
Synagis 


复发 结肠 直肠 痛 的 检测 
结肠 直肠 冶 和 卵 肾 痛 的 检测 
前 列 腺 癌 的 检测 

小 细胞 肺 痛 的 检测 

LE LI 

结肠 直肠 癌 的 检测 

非 何 杰 金 氏 淋 巴 桨 的 治疗 
MRNK 

某 些 型 乳 痛 的 治疗 

Ak fors de EC DS I Th 
克 罗 恩 氏 病 ( 节 有 段 性 回肠 炎 ) 的 治疗 
逆转 急性 肾 移 植 排斥 反应 
预防 急性 肾 移 植 排斥 反应 
预防 急性 肾 移植 排斥 反应 
心肌 梗死 显 像 剂 

骨髓 炎 病 人 骨 感 染 的 成 像 
预防 血栓 

下 呼吸 道 疾病 的 治疗 


表 6.3 临床 试验 中 单 抗 产品 的 医用 范围 


艾滋 病 
自身 免疫 性 疾病 
血液 病 

痛 症 

心脏 病 

消化 疾病 
传染 病 
神经 性 疾病 
呼吸 系统 疾病 
移植 

其 他 疾病 


ik. 引 自 Pharmaceutical Research and manufacturers of America. 
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6.2.5 基于 抗体 的 肿瘤 检测 和 杀伤 


开发 用 于 体内 癌 细 胞 检测 和 杀伤 的 抗体 的 先决 条 件 就 是 要 确定 技 细 胞 特有 的 表面 抗原 ， 
制备 的 针对 独特 表面 抗原 (unique surface antigen, USA) 的 抗体 因此 只 和 该 类 型 的 细胞 结 
合 (图 6.5)。 

当 正 常 细 胞 发 生 癌 变 后 ， 之 前 不 表达 (或 低 水 平 表 达 ) 的 一 些 基因 开始 获得 表达 ， 部 分 
新 合成 的 蛋白 保留 在 转化 细胞 的 表面 ， 这 些 肿瘤 表面 抗原 (tumour surface antigen，TSA) 
就 成 了 癌 细 胞 表面 的 独特 表面 抗原 ， 针 对 肿瘤 表面 抗原 的 抗体 就 能 靶 向 这 些 细胞 。 对 肿瘤 表 
面 抗原 的 鉴定 一 直 是 研究 的 一 个 热点 。 癌 胚 抗原 (carcinoembryonic antigen, CEA) 是 最 典 
型 的 肿瘤 表面 抗原 中 的 一 个 ， 这 个 180ku 的 跨 膜 糖 蛋 白 常常 高 水 平 表达 在 结肠 直肠 肿瘤 细 
胞 的 表面 。TAG-72 和 CO17-1A 是 另外 的 结肠 直肠 瘤 肿 瘤 表 面 抗原 。 与 其 他 类 型 瘤 相 关 的 
肿瘤 表面 抗原 包括 G250 CHRD 和 叶酸 结合 蛋白 (卵巢 肿瘤 )。 

用 抗 肿 瘤 表 面 抗原 单 抗 检测 或 杀伤 人 类 肿瘤 有 4 种 策略 : 中 直接 使 用 未 修饰 的 抗体 或 
能 结合 抗原 的 抗体 片段 ; 四 放射 性 标记 ; 回 偶 联 毒素 ; @ 偶 联 前 体 药物 激活 酶 类 (图 
6.6), 

Petr METE 


抗 USA 抗体 USA 
x "A 结合 的 抗体 
à " Ji 
4 f 4 C» 
和 细胞 v 


(a) 


) (b) 
毒素 
X 前 体 药物 
(e) (d) 
图 6.5 用 于 体内 靶 向 特定 类 型 细胞 的 图 6.6 单 抗 介 导 的 肿瘤 检测 /杀伤 的 途径 
抗体 产品 的 特异 性 基础 详细 描述 参阅 正文 
POk MALUS HR AL AE ETO A CR 
(unique surface antigen, USA), $ jit f 
的 抗体 只 结合 到 靶 类 型 细 胸 的 表面 
1. 未 结合 的 抗体 
未 修饰 抗体 的 使 用 可 通过 其 Fe 段 的 免疫 学 效应 (如 激活 补体 和 吸引 千 哈 细胞 ) 潜在 引 
起 肿瘤 细胞 的 破坏 ， 但 总 体 而 言 ， 用 未 修饰 抗体 进行 的 临床 试验 的 结果 令 人 失望 ， 许 多 因素 
导致 其 没有 效用 ， 如 : 
(D (至 少 初期 ) 使 用 的 单 抗 是 采用 杂交 瘤 技术 制备 的 鼠 源 抗体 ， 这 种 鼠 源 抗体 的 Fe BE 
激活 人 类 免疫 效应 的 能 力 很 差 ， 而 且 鼠 源 抗体 本 身 会 成 为 人 类 免疫 反应 的 靶子 ; 
O 在 大 多 数 情况 下 肿瘤 表 面 抗原 的 表达 既 不 稳定 也 不 一 致 ， 甚 至 在 某 些 特定 的 时 间 有 
一 部 分 肿瘤 细胞 根本 不 表达 肿瘤 表面 抗原 ， 那 使 用 的 抗体 将 不 能 识别 这 部 分 转化 细胞 。 
2. 放射 性 标记 的 抗体 
放射 性 同位 素 标记 的 抗体 既 可 用 于 肿瘤 细胞 的 检测 也 可 用 于 肿瘤 细胞 的 杀伤 。 多 种 
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化 学 技术 用 于 将 放射 性 原子 结合 到 抗体 或 其 他 蛋白 上 。 基 于 抗体 的 肿瘤 检测 要 求 使 用 
能 放射 出 Y 射线 〈 可 以 从 身体 里 穿 透 出 来 ) HARER. PESHE CUT TO) RA 
CIO 是 最 为 常用 的 放射 性 同位 素 。 用 平面 y 照相 机 检测 y 射线 ， 从 而 确定 肿瘤 的 有 
无 和 所 在 位 置 。 

用 于 杀伤 癌 细 胞 的 抗体 通常 用 放出 射线 CNY) 或 射线 Cur Bi RAD 的 同位 
素来 标记 。B 粒子 能 穿 透 几 层 细胞 ， 通 过 放射 线 的 电离 效应 将 这 些 细胞 杀 死 。a 粒子 的 作用 
路 径 较 短 ， 但 每 一 次 放射 可 能 会 杀 死路 径 内 的 所 有 细胞 。 虽 然 紧邻 肿瘤 的 正常 细胞 会 受到 昭 
射 ， 但 抗体 介 导 的 靶 向 放射 治疗 能 有 效 促进 各 种 肿瘤 的 衰退 。 

3. 抗体 -毒素 看 联 物 

将 毒素 结合 到 抗 肿瘤 表面 抗原 抗体 上 可 以 使 毒素 靶 向 传递 到 肿瘤 表面 ， 在 某 些 情况 下 抗 
体 -毒素 耦 联 物 通过 随后 的 内 在 化 将 毒素 传递 到 细胞 内 。 多 种 来 源 于 植物 或 微生物 的 毒素 用 
于 结合 到 抗 肿瘤 表面 抗原 的 抗体 上 ， 最 常用 的 毒素 有 假 单 胞 菌 外 毒素 和 若 麻 毒素 的 A 链 ， 
其 作用 是 阻止 怒 细胞 的 蛋白 质 合成 ， 从 而 杀 死 它 。 

4. 抗体 - 酶 而 联 物 

抗体 与 前 体 药物 激活 酶 结合 ， 并 用 于 临床 评价 〈 图 6. 6)， 这 种 靶 向 癌 的 化 学 治疗 法 称 
为 抗体 指导 的 催化 作用 Cantibody-directed catalysis, ADC) 或 抗体 指导 的 酶 前 体 药物 治疗 
(antibody-directed enzyme pro-drug therapy，ADEPT)。 对 酶 的 选择 是 基于 它 催化 CX 
的 ) 前 体 药物 成 为 杀 细 胞 剂 ， 碱 性 磷酸 酶 就 是 这 样 一 个 例子 ， 它 通过 对 鬼 白 亚 乙 苷 磷酸 盐 去 
磷酸 化 而 将 其 激活 。 在 临床 上 ， 先 给 予 抗体 - 酶 耦 联 物 ， 使 其 在 细胞 表面 聚集 ， 之 后 再 使 用 
前 体 药物 ， 随 之 药物 就 会 在 肿瘤 表面 活化 。 


6.2.6 治疗 用 抗体 一 一 初始 效果 令 人 失望 


尽管 当初 对 抗体 给 予 厚望 ， 但 初期 开发 的 许多 治疗 用 单 抗 产 品 的 临床 效果 令 人 失望 ， 对 
这 种 使 用 传统 杂交 瘤 技 术 生 产 的 完整 鼠 源 抗体 所 得 到 的 令 人 失望 的 结果 ， 可 归结 为 多 种 重要 
因素 CA 6. 4) 造成 的 ， 这 些 因素 为 : 鼠 单 抗 被 宿主 〈 人 ) 免疫 系统 识别 为 外 源 物质 ; 非常 
难以 制备 人 源 单 克 降 抗体; 当 鼠 单 抗 用 于 人 体 时 ， 不 能 引起 便 定 区 正常 介 导 的 许多 效应 功 
能 ; 关于 某 类 型 肿瘤 表面 可 供 选 择 识别 的 合适 靶 细 胞 表面 标志 物 的 资料 不 充分 ， 半 寿 期 短 ， 
人 抗体 〈IgG) 的 血清 半 寿 期 可 长 达 23d， 而 鼠 单 抗 在 人 体内 的 半 寿 期 为 30 一 40h; 完整 搞 
体 穿 透 肿瘤 体 的 能 力 差 ， 单 克 降 抗体 的 制备 费时 昂贵 。 在 过 去 的 数 年 里 ， 随 着 技术 的 进步 ， 
当初 的 那些 困难 也 得 到 了 解决 。 


6.2.7 BATA 


当 鼠 单 抗 应 用 到 人 体 后 ， 它 自身 的 免疫 原 性 是 获得 成 功 临床 应 用 的 最 大 障碍 ， 它 的 使 用 
刺激 宿主 〈 人 ) 的 免疫 系统 应 答 产生 中 和 抗体 ， 从 而 迅速 消除 单 抗 产品 的 治疗 效用 。 

解决 鼠 单 抗 免疫 原 性 的 一 个 显而易见 的 方法 就 是 开发 和 使 用 人 源 单 抗 ， 但 这 个 工作 
非常 困难 ， 因 为 人 的 淋巴 细胞 难以 和 和 鼠 骨 骨 瘤 细胞 系 融 合 ， 而 即使 融合 了 ， 人 的 遗传 组 
分 最 先 丢 失 ， 而且 所 得 到 的 杂交 细胞 相当 不 稳定 。 另 外 ， 不 能 用 有 毒 或 其 他 有 害 的 抗原 
物质 来 免疫 人 体 。 采 用 像 诸 如 EB 病毒 感染 这 样 的 方法 来 获取 抗体 产生 细胞 的 企图 也 非常 
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令 人 失望 。 

基因 工程 技术 提供 了 一 个 减少 鼠 源 单 抗 先天 免疫 原 性 的 最 有 效 方法 。 初 期 基因 操作 集中 
在 制备 含有 鼠 可 变 区 和 人 恒定 区 的 杂 合 或 嵌 合 抗体 分 子 上 ， 人 们 认为 这 种 部 分 人 源 化 的 抗体 
与 没 改造 的 鼠 单 抗 相 比 免疫 原 性 将 会 非常 低 ， 而 事实 也 是 如 此 。 然 而 ， 这 种 嵌 合 抗体 仍然 保 
留 着 鼠 源 序列 的 重要 部 分 (完整 的 可 变 区 ) (图 6. 3)， 而 这 部 分 序列 仍然 能 诱导 产生 免疫 
反应 。 

鼠 单 抗 的 免疫 原 性 可 通过 将 编码 母 本 单 抗 结合 抗原 的 互补 决定 区 Ccomplementarity-de- 
termining regions，CDR) 的 序列 移植 到 编码 人 抗体 的 DNA 序列 中 而 进一步 得 到 降低 ， 所 
获得 的 人 源 化 单 抗 仅 包含 编码 抗体 高 变 区 抗原 结合 区 ) 的 鼠 源 序列 〈 图 6.7)， 而 其 他 序 
列 则 完全 是 人 源 的 ， 当 这 种 抗体 应 用 到 人 体 时 将 不 会 引起 免疫 反应 ， 然 而 许多 这 样 的 人 源 化 
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图 6.7 重组 DNA 技术 使 制备 嵌 合 和 人 源 化 抗体 成 为 可 能 
嵌 合 抗体 由 鼠 源 可 变 区 和 人 源 恒定 区 构成 ， 它 保留 有 较 大 成 分 的 鼠 源 序列 ， 当 用 于 人 体 时 通常 保留 
有 免疫 原 性 。 人 源 化 抗体 的 免疫 原 性 较 低 ， 因为 它 携带 的 鼠 源 序列 仅 是 构成 互补 决定 区 的 序列 。 首 
次 报道 于 “New Scientist”(London) 
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抗体 与 母 本 鼠 单 抗 相 比 显现 出 结合 抗原 亲和力 的 降低 。 在 高 变 区 周围 的 人 框架 区 序列 的 微小 
改变 通常 能 使 结合 抗原 亲和力 得 到 恢复 ， 虽 然 可 变 链 的 框架 区 不 直接 参与 抗原 的 结合 ， 但 能 
影响 对 抗原 的 结合 。 

人 源 化 单 抗 的 成 功 制备 也 克服 了 鼠 单 抗 不 能 在 受 体 病人 体内 介 导 一 系列 抗体 效应 的 问 
题 。 抗 体 与 抗原 的 结合 通过 许多 方式 促进 了 抗原 的 破坏 和 清除 ， 抗 体 的 结合 使 吞噬 细胞 更 为 
有 效 地 消化 和 破坏 抗原 ， 结 合 抗体 的 Fc 区 也 激活 补体 。 补 体系 统 由 许多 血清 蛋白 组 成 ， 当 
它们 激活 后 ， 可 促进 吞噬 细胞 对 抗原 的 破坏 ， 另 外 还 直接 促进 侵入 的 微生物 的 裂解 。 鼠 抗体 
的 Fe 段 在 人 体内 介 导 这 种 效应 的 能 力 很 差 ， 而 人 源 化 抗体 的 Fc 段 完 全 是 人 源 的 ， 因 此 不 存 
在 这 种 缺陷 。 


6.2.8 肿瘤 表面 抗原 特异 性 


抗体 介 导 的 肿瘤 检测 和 破坏 的 特异 性 完全 取决 于 对 仅 在 报 肿 瘤 细胞 表达 的 肿瘤 表面 抗原 
的 鉴定 ， 但 这 种 绝对 的 组 织 特异 性 在 实际 中 是 罕见 的 ， 许 多 肿瘤 表面 抗原 在 一 种 或 多 种 健康 
细胞 表面 也 有 表达 (都 是 比较 低 水 平 的 表达 )， 这 些 细胞 也 将 成 为 抗 肿瘤 表面 抗原 抗体 的 靶 
子 。 另 外 ， 肿 瘤 分 泌 的 部 分 肿瘤 表面 抗原 以 可 溶 形式 进入 到 血 流 中 ， 这 些 可 溶 的 肿瘤 表面 搞 
原 会 将 部 分 应 用 的 抗体 结合 掉 。 此 外 ， 抗 体会 与 那些 包含 肿瘤 表面 抗原 类 同 结构 的 宿主 抗原 
发 生 交叉 反应 。 

瘤 胚 抗原 〈 原 来 描述 为 一 种 结肠 直肠 瘤 细 胞 相关 的 肿瘤 表 面 抗原 ) 就 是 这 些 困难 的 一 个 
例证 。 一 些 乳腺 癌 和 肺 瘤 细胞 也 能 表达 痛 胚 抗原 ， 而 且 一 些 哺乳 期 的 乳腺 非 转化 细胞 以 及 结 
肠 蒜 膜 细胞 也 能 低 水 平 表达 它 。 另 外 ， 合 成 癌 胚 抗原 的 细胞 也 能 以 可 溶 形式 将 部 分 该 抗原 分 
泌 到 血液 中 。 然 而 ， 血 清 癌 胚 抗原 水 平 的 急剧 升 高 并 不 一 定 预 示 着 瘤 症 ， 当 病人 发 生 诸 如 肠 
炎 、 肝 硬化 和 肝炎 等 无 关 的 疾病 情况 时 癌 胚 抗原 也 能 升 高 到 这 种 水 平 。 

尽管 存在 这 些 复杂 因素 ， 在 某 些 情况 下 基于 抗 肿瘤 表面 抗原 抗体 的 产品 证 明 仍 是 有 效 的 
诊断 和 治疗 制剂 ， 然 而 临床 上 很 少 单独 用 于 癌症 的 诊断 和 治疗 ， 大 多 数 基于 抗体 的 痛 症 诊断 
制品 都 是 与 像 超 声波 检查 法 等 诊断 指示 器 配合 使 用 的 。 


6.2.9 应 用 于 临床 的 抗体 的 制备 


第 一 代 单 抗 产品 是 采用 杂交 瘤 技术 制备 的 ， 然 而 最 近 批 准 的 大 部 分 产品 是 用 重组 技术 制 
备 的 工程 抗体 。 杂 交 瘤 的 制备 使 抗体 产生 细胞 无 限 繁殖 ， 而 DNA 技术 则 用 于 使 抗体 基因 能 
无 限 扩 增 。 竺 合 或 人 源 化 抗体 的 发 展 并 更 进一步 获准 用 于 医疗 ， 从 而 取代 了 最 初 采用 传统 杂 
交 瘤 技术 获取 的 目标 抗体 制品 的 地 位 。 通 过 对 杂交 瘤 细 胞 的 遗传 学 分 析 ， 可 以 获得 编码 重 链 
和 轻 链 可 变 区 的 精确 核 苷 酸 序列 ， 将 其 拼接 到 编码 CAO. 重 链 和 轻 链 恒 定 区 序列 的 前 端 就 得 
到 了 九 合 抗体 ， 而 人 源 化 抗体 是 用 展现 所 需 抗原 结合 特异 性 的 〈 鼠 ) 单 抗 的 CDR 序列 替换 
人 抗体 的 相应 CDR 序列 而 获得 的 。 将 构建 好 的 基因 导入 动物 细胞 系 内 进行 表达 ， 以 便于 糖 
基 化 。 大 多 数 抗体 分 子 在 其 CH2 区 糖 基 化 ‘有些 类 型 的 抗体 在 其 他 恒定 区 也 有 糖 基 化 位 
点 )。 虽 然 这 种 结合 糖 类 的 存在 与 否 对 抗体 结合 抗原 的 能 力 没有 明显 的 影响 ， 但 如 果 抗 体 不 
能 正常 糖 基 化 ， 则 大 多 数 抗体 的 效应 功能 会 降低 甚至 丧失 。 除 了 影响 效应 功能 外 ， 抗 体 的 糖 
基 化 状态 还 会 影响 其 他 特性 ， 如 溶解 性 和 它 在 体内 的 降解 速度 。 
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有 些 情况 下 不 必 使 用 完整 的 抗体 进行 体内 的 诊断 治疗 ， 如 用 于 体内 肿瘤 诊断 目的 的 放射 
性 标记 的 抗体 ， 仅 需要 其 在 肿瘤 部 位 聚集 ， 抗 体 的 结合 能 力 在 Fab 段 ( 图 6. 3)， 这 时 抗体 
的 恒定 区 就 是 多 余 的 。 因 此， 带 有 抗原 结合 位 点 的 抗体 片段 也 能 满足 这 些 用 途 。 可 以 采用 两 
种 方式 之 一 来 获取 抗体 片段 ， 用 确定 的 蛋白 水 解 酶 与 完整 的 抗体 孵育 可 以 得 到 Fab 或 
F(ab) 2 片段 (图 6. 3) ， 再 将 其 与 Fc 片段 分 开 (如 通过 凝 胶 过 滤 层 析 )。 

而 更 小 的 结合 抗原 的 片段 可 以 采用 重组 DNA 技术 制备 。 将 展现 所 需 结合 特异 性 的 抗体 
轻 、 重 链 可 变 区 的 核 苷 酸 序列 通过 一 段 短 接头 序列 连接 起 来 ， 表 达 后 就 得 到 了 Fv 片段 ， 它 
是 由 Vn 区 和 V+ 区 通过 短 肽 连接 而 成 。Fv 片段 可 以 用 大 肠 杆菌 来 制备 ， 因 为 其 表达 产物 不 
需要 翻译 后 的 修饰 。 

抗体 片段 在 抗体 介 导 的 实体 瘤 的 诊断 治疗 上 特别 有 用 ， 因 为 其 分 子 量 小 ， 比 完整 抗体 更 
能 有 效 穿 透 肿瘤 体 。 

无 论 采用 什么 方法 获得 完整 抗体 或 抗体 片段 的 初级 产品 后 ， 接 下 来 就 要 采用 适当 的 下 游 
处 理 技术 对 其 进行 纯化 。 一 般 而 言 ， 纯 化 的 产品 以 冻 干 形式 上 市 。 下 面 以 单 抗 产品 “Hu- 
maspect” 为 例 说 明 其 制备 流程 ， 见 信息 框 6. 1。 
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6.3 ”治疗 用 酶 类 


许多 酶 用 于 各 种 疾病 的 临床 治疗 ( 表 6. 4)， 其 中 几 种 酶 [蛇毒 去 纤维 酶 、 组 织 
型 血 纤维 蛋白 溶 酶 原 活化 因子 、 尿 激酶 以 及 活化 形式 的 ) 凝血 因子 可 和 凝血 因子 
K] 在 前 面 的 章节 中 已 经 讨论 过 ， 这 里 不 再 歼 述 。 下 述 多 数 酶 制剂 都 是 从 原材料 中 
直接 提取 的 ， 但 是 近年 来 证 实 两 种 重组 酶 产品 (CDNA 酶 和 葡 糖 脑 苷 脂 酶 ) 也 具有 医 
学 用 途 。 


R64 用 于 治疗 目的 的 酶 


蛇毒 去 纤维 酶 (丝氨酸 蛋白 酶 ) 抗 凝血 剂 

组 织 纤 济 酶 原 激活 剂 溶解 血栓 剂 

REN 溶解 血栓 剂 

(活化 的 ) 凝 血 因子 入 Bh NIT 

天 冬 酰胺 酶 一 些 类 型 癌症 的 治疗 

脱氧 核糖 核酸 酶 (DNA ND. 于 性 纤维 症 的 治疗 

LLIISIJ Gaucher 病 的 治疗 

胰 蛋 白 酶 .木瓜 蛋白 酶 ,胶原 酶 清 创 / 抗 炎 剂 

乳糖 酶 . 胃 蛋 白 酶 . 胰 脂 肪 酶 .木瓜 和 蛋白 酶 消化 辅助 剂 

超 氧 化 物 歧化 酶 Bip ME 
63.1 天 冬 酰胺 酶 


天 冬 酰胺 酶 催化 天 冬 酰胺 水 解 成 天 冬 氨 酸 和 和 氨 (图 6. 8)， 它 是 一 个 分 子 质量 为 130ku 
的 四 聚 体 ， 可 从 包括 醉 母 、 真 菌 和 细菌 如 大 肠 杆 菌 等 多 种 微生物 中 纯化 出 来 。 

所 有 细胞 需要 天 冬 酰胺 维持 正常 的 新 陈 代谢 。 虽 然 大 多 数 人 类 细胞 能 自己 合成 这 种 氨基 
酸 ， 但 有 些 恶性 细胞 则 丧失 了 该 功能 。 血 清 中 天 冬 酰胺 的 正常 范围 是 0. 5 一 1. 5mg/100ml， 
当 静 脉 内 给 予 天 冬 酰 胺 酶 时 则 血清 天 冬 酰胺 水 平 迅速 降低 ， 严 重 危及 到 不 能 自己 合成 
天 冬 酰胺 的 恶性 细胞 内 的 蛋白 合成 ， 相 反 ， 非 转化 的 体 细胞 则 开始 自己 合成 天 冬 酰胺 
(图 6. 8). 

临床 使 用 的 天 冬 酰胺 酶 通常 是 从 大 肠 杆菌 或 菊花 欧 杆 菌 中 纯化 而 来 。 大 肠 杆 菌 可 产 
生 两 种 天 冬 酰 腕 酶 的 同 工 酶 ， 只 有 其 中 之 一 在 临床 上 有 效 。 重 组 DNA 技术 为 从 其 他 来 
源 合成 重组 天 冬 酰胺 酶 提供 了 方便 ， 而 且 有 些 显 示 出 潜在 的 临床 价值 。 天 冬 酰胺 酶 主 
要 是 用 于 治疗 儿童 某 些 类 型 的 白血病 ， 它 的 副作用 包括 严重 的 过 敏 反应 、 恶 心 、 哎 吐 、 
发 烧 以 及 损伤 肝 肾 功能 等 ， 这 是 因为 当 能 从 血液 获得 充足 的 天 冬 酰胺 时 ， 大 多 数 非 转 
化 的 体 细胞 不 自己 合成 天 冬 酰胺 ,而 当 使 用 天 冬 酰 胺 酶 时 ， 血 清 天 冬 酰胺 迅速 降低 ， 
使 这 些 健康 细胞 暂时 丧失 天 冬 酰胺 供应 ， 从 而 干扰 蛋白 质 的 合成 ， 导 致 肝 肾 功能 损伤 
等 副作用 。 事 与 愿 违 的 是 ， 它 也 减缓 了 这 些 细胞 为 自己 生成 天 冬 酰 胺 所 需 的 天 冬 酰胺 


156 | 蛋白 质 生物 化 学 与 生物 技术 


合成 酶 的 合成 (图 6. 9)。 


图 6.9 1 天 冬 栈 胺 的 生物 合成 和 降解 


鉴于 了 -天 冬 酰胺 酶 来 源 于 微生物 ， 当 将 其 应 用 于 人 类 会 引起 免疫 反应 则 党 无 惊奇 可 
言 ， 但 这 明显 限制 了 该 酶 的 长 期 临床 功效 。 将 这 种 L- 天 冬 酰 胺 酶 与 聚 乙 二 醇 耦 联 后 ， 显 
示 其 免疫 原 性 显著 降低 甚至 丧失 ， 现 已 经 开始 利用 耦 联 了 聚 乙 二 醇 的 天 冬 酰 胺 酶 用 于 临 
床 研究 。 


6.3.2 清 创 和 抗 炎 制剂 


有 些 酶 类 被 用 作 清 创 剂 ， 它 通过 将 异物 和 周 用 死亡 组 织 清除 从 而 使 开放 性 伤口 得 到 有 效 
清理 ， 这 有 利于 伤口 的 快速 愈合 。 诸 如 胰 蛋 白 酶 、 木 瓜 蛋白 酶 和 胶原 酶 等 常用 作 清 创 剂 ， 
般 情 况 下 都 是 在 受伤 部 位 应 用 。 

胰 蛋 白 酶 是 哺乳 动物 胰腺 合成 的 一 种 蛋白 水 解 酶 ， 分 子 质量 为 24ku， 当 肽 键 的 羧基 是 
由 精 氨 酸 或 赖 氢 酸 残 基 提 供 时 ， 它 可 水 解 该 肽 键 。 

木瓜 蛋白 酶 是 从 番 木 瓜 树 的 树叶 和 未 成 熟 果实 中 分 离 的 一 种 蛋白 水 解 酶 ， 它 催化 含有 诸 
如 赖 氨 酸 、 精 氨 酸 和 组 氨 酸 等 碱 性 氨基 酸 的 肽 键 的 水 解 。 除 用 作 清 创 剂 外 ， 木 瓜 蛋白 酶 还 用 
作 肉 的 嫩 化 剂 和 使 饮料 清澈 〈 见 第 11 章 ) 。 

木瓜 凝 乳 蛋白 酶 作为 从 番 木 瓜 树 制备 的 另 一 种 蛋白 水 解 酶 ， 也 有 医学 应 用 价值 。 化 学 核 
溶解 法 是 指 通过 将 木瓜 凝 乳 蛋白 酶 注射 到 损伤 的 椎间盘 来 治疗 坐骨 神经 痛 的 术语 。 坐 骨 神 经 
痛 是 一 种 以 背部 和 腿 的 疼痛 为 特征 的 疾病 、 由 椎间盘 的 退行 性 病变 而 致 病 。 椎 间 盘 往往 是 横 
向 突出 ， 从 而 压迫 消 髓 根 神经 元 。 注 射 木瓜 凝 乳 蛋 白 栈 似乎 加 速 了 椎间盘 的 退行 性 病变 过 
程 ， 因 而 更 快 达 到 稳定 和 无 症状 的 终结 状态 。 

胶原 酶 是 一 种 催化 胶原 水 解 的 酶 ， 虽 然 从 各 种 动物 细胞 的 培养 提取 物 中 都 能 分 离 
到 ,但 通常 是 从 各 种 梭 菌 的 培养 上 清 液 中 获取 的 。 有 些 种 类 的 梭 菌 具有 致 病 性 ， 可 引 
起 气 坏 盖 。 这 些微 生物 产生 诸如 胶原 酶 等 组 织 降解 酶 的 能 力 便于 它们 在 机 体内 的 快速 
传播 。 

已 经 证 实 一些 酶 的 使 用 有 助 于 降低 各 种 炎症 反应 ， 这 类 酶 包括 胰 凝 乳 蛋 白 酶 和 菠 草 蛋白 
酶 。 胰 凝 乳 蛋白 酶 是 一 种 由 哺乳 动物 胰腺 产生 的 酶 原状 态 的 蛋白 水 解 酶 ， 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 在 
小 肠 里 转变 为 胰 凝 乳 蛋白 酶 ， 从 而 发 挥 功能 ， 催 化 食物 中 蛋白 质 的 水 解 。 蔬 葛 蛋 白 酶 是 从 菠 
葛 的 果实 或 树干 中 纯化 出 来 的 植物 蛋白 酶 。 胰 凝 乳 蛋白 酶 和 菠萝 蛋白 酶 抗 炎 效应 的 分 子 机 制 
还 没有 完全 六 明 ， 其 作用 方式 可 能 集中 在 它们 能 将 蛋白 质 类 炎症 因子 或 促进 炎症 因子 合成 的 
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和 蛋白质 进行 降解 。 
6.3.3 ”辅助 消化 的 酶 类 


许多 酶 制剂 可 用 作 消 化 辅助 剂 ， 大 多 数 这 样 的 酶 是 解 聚 酶 ， 催 化 食物 中 的 多 糖 、 蛋 白质 
和 脂肪 等 成 分 的 酶 解 。 有 些 酶 制剂 仅 包含 催化 特定 食物 成 分 降解 的 一 种 酶 ， 而 其 他 酶 制剂 包 
含 多 种 酶 活性 ， 从 而 表现 出 广泛 的 消化 能 力 。 

a- 淀 粉 酶 催化 a1 一 4 糖苷 键 的 水 解 ， 该 键 是 淀粉 或 糖 原 等 糖 类 中 葡萄 糖 单 体 间 E 
要 的 共 价 连接 。 由 枯草 芽孢 杆菌 或 曲 备 等 微生物 产生 的 a- 淀粉 酶 有 着 广泛 的 工业 用 
途 ， 将 在 第 11 章 进行 讨论 。 淀 粉 酶 在 高 等 动物 中 也 起 着 重要 的 消化 作用 ， 从 唾液 或 
胰腺 中 可 以 分 离 出 淀粉 酶 ， 而 且 多 种 淀粉 酶 制剂 已 经 作为 口服 用 药 来 辅助 消化 食物 
中 的 糖 类 。 

乳糖 酶 催化 乳 中 的 主要 糖 类 一 一 乳糖 的 水 解 ， 生 成 葡萄 糖 和 半 和 乳糖。 乳糖 酶 制剂 可 用 于 
辅助 消化 ， 特 别 是 用 来 减轻 与 乳糖 不 耐 受 性 相关 的 症状 。 虽 然 大 多 数 婴 儿 具 有 高 水 平 的 小 肠 
乳糖 酶 活性 ， 而 许多 地 域 的 成 人 的 乳糖 酶 活性 则 大 大 降低 了 ， 这 些 人 不 能 消化 乳糖 ， 经 常 草 
受 食用 牛乳 后 的 肠 部 不 适 。 

包括 木瓜 蛋白 酶 、 菠 葛 蛋 白 酶 和 胃 蛋 白 酶 等 多 种 蛋白 水 解 酶 也 能 用 作 消化 辅助 剂 。 大 多 
数 动物 的 胃 能 自然 地 分 泌 胃 蛋白酶， 从 而 催化 食物 中 蛋白 质 的 水 解 。 用 作 消 化 辅助 剂 的 胃 蛋 
白 酶 制剂 是 从 多 种 屠宰 场 动物 的 胃 黏 膜 中 提取 出 来 的 。 

临床 应 用 的 一 些 酶 制剂 含有 多 种 酶 活性 。 例 如 胰 酶 ， 是 从 胰腺 提取 的 蛋白 质 类 制剂 ， 
它 含有 淀粉 酶 、 蛋 白 酶 、 脂 肪 酶 和 核酸 酶 活性 ， 而 且 可 以 口服 用 来 治疗 胰腺 酶 分 刻 不 足 
导致 的 疾病 ， 这 些 疾病 包括 慢性 胰腺 炎 、 胰 腺 癌 和 礁 性 纤维 症 。 胰 酶 (以 及 许多 其 他 酶 
类 消化 辅助 剂 ) 表现 出 其 活性 与 pH 值 相关 ， 它 们 在 小 肠 的 前 段 〈 十 二 指 肠 ) 活力 最 好 。 
当 口 服 使 用 这 些 酶 时 ， 必 须 通过 胃 才 能 到 达 作 用 部 位 ， 其 中 大 部 分 在 胃 中 被 灭 活 了 ， 一 
是 因为 这 里 的 低 pH 值 ， 再 者 可 能 受到 了 四 蛋 白 酶 的 催化 水 解 〈 胃 每 天 分 刻 大 约 2L HCl. 
pH 值 可 达到 2 以 下 ) 。 采 取 了 许多 策略 来 尽量 减少 胃 的 灭 活 ， 最 简单 的 方法 就 是 与 胃酸 
Ay wa A m] CA APR He > 共同 服用 。 但 是 ， 这 些 制剂 在 降低 游离 酸 水 平 的 同时 也 降低 
了 胃 和 蛋白酶 的 活力 ， 而 且 更 为 严重 的 是 它 危及 到 低 pH 值 对 细菌 的 自然 杀伤 能 力 〈 在 胃 中 
低 pH 值 可 自然 地 杀 死 食物 来 源 的 微生物 ) 。 使 用 这 类 酶 的 另 一 种 方法 是 采用 肠 溶 性 包 填 
的 片 剂 或 胶 砷 方式 〈 肠 溶性 包 惠 层 不 受 酸 的 影响 ， 但 在 比较 中 性 的 pH 值 时 能 溶解 ， 这 正 
符合 十 二 指 肠 的 特性 ) 。 处 于 研究 中 的 另 一 方法 是 使 用 微生物 〈 主 要 是 真菌 ) 来 源 的 蛋白 
酶 、 淀 粉 酶 和 脂肪 酶 ， 与 来 源 于 胰腺 的 酶 相 比 ， 许 多 微生物 来 源 的 酶 表现 出 更 强 的 酸 稳 
定性 。 胰 脂肪 酶 是 来 源 于 胰腺 组 织 的 另 一 个 酶 制剂 ， 它 也 能 用 作 消化 辅助 剂 ， 主 要 含有 


脂肪 酶 活力 。 
6.3.4 超 氧化 物 歧 化 栈 
超 氧 化 物 歧 化 酶 催化 高 反应 性 的 过 氧化 物 离子 COLO 转变 为 过 氧化 所 〈HsO:)。 由 于 


过 氧化 物 离子 具有 高 反应 性 ， 并 能 导致 细胞 的 严重 损伤 ， 因 此 超 氧 化 物 歧化 酶 在 所 有 需 氧 的 
生物 体 中 具有 重要 功能 。 在 正常 新 陈 代谢 活动 中 ， 需 氧 生物 体 通常 将 氧 分 子 直接 生成 水 来 减 
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少 氧 的 量 ， 这 个 反应 如 下 所 示 ， 需 要 4 个 电子 : 
(0 十 4e AH! —2H;0 

氧 分 子 的 不 完全 氧化 总 是 生成 诸如 过 氧化 物 (O; )、 过 氧化 氨 (HO) 或 羟基 离子 
(00 等 分 子 ， 它 们 都 有 很 强 的 反应 性 。 过 氧化 所 和 过 氧化 物 基 团 通过 与 膜 上 的 不 饱和 脂肪 
酸 发 生 反应 而 引起 广泛 的 细胞 损伤 。 几 个 细胞 内 的 酶 能 产生 O 和 H:O: ， 此 外 ， 存 在 于 血 
红 蛋 白 等 多 种 分 子 中 的 铁 原子 在 自然 氧化 时 也 能 产生 这 些 反 应 性 分 子 。 有 两 种 特定 的 酶 可 保 
护 细胞 免 受 过 氧化 物 和 过 氧化 氢 的 损伤 ， 过 氧化 物 歧 化 酶 催化 过 氧化 物 转变 为 过 氧化 氨 ， 如 
下 式 所 示 : 


Or +O, +2H* BRAWN Lc +O; 
之 后 过 氧化 氢 酶 催化 过 氧化 氧 生成 氧气 和 水 ， 如 下 式 所 示 ， 
HO; + 1,0, REB o, o, O: 


在 真 核 细 胞 内 发 现 有 两 种 形式 的 过 氧化 物 歧化 酶 。 细 胞 质 内 的 酶 是 由 两 个 相同 的 亚 基 组 成 
的 双 体 ， 分 子 质量 为 31ku， 每 个 亚 基 含 一 个 锌 原子 和 一 个 铜 原子 ， 两 种 金属 原子 直接 参与 酶 
促 反 应 。 而 与 线粒体 有 关 的 歧化 酶 的 分 子 质量 为 75ku， 带 有 两 个 锰 原 子 。 在 需 氧 原核 生物 中 
也 发 现 了 两 种 高 度 同 源 如 又 有 明显 差别 的 超 氧化 物 歧化 酶 ， 一 种 含 镍 ， 而 另 一 种 合 铁 。 

从 牛 的 肝脏 和 红细胞 中 分 离 的 超 氧化 物 歧 化 酶 已 经 应 用 许多 年 了 ， 而 且 一 直 作 为 抗 炎 剂 
用 于 临床 。 人 超 氧化 物 歧化 酶 已 被 在 多 种 重组 体系 中 以 异 源 蛋白 的 形式 制备 出 来 ， 现 在 这 些 
制剂 正 进行 临床 试验 ， 以 评估 其 对 血 氧 过 高 所 致 组 织 损伤 的 防护 能 力 。 


6.3.5 圳 性 纤维 症 的 核酸 酶 治疗 


赛 性 纤维 症 是 一 种 最 常 发 的 遗传 性 疾病 ， 种 群 不 同 发 病 率 也 不 一 样 ， 以 北欧 人 发 病 率 报 
高 ， 在 这 些 人 中 大 约 每 2500 个 新 生 儿 就 有 一 例 发 病 。 许 多 年 以 来 人 们 已 经 知道 完 性 纤维 症 
患者 从 汗 中 丢失 了 过 多 的 趟 分 ， 最 近 从 病人 体内 鉴定 出 了 缺陷 基因 。 该 基因 编码 一 个 通常 作 
为 氢化 物 通 道 的 多 肽 ， 因 此 讼 性 纤维 症 的 根本 病因 可 能 是 离子 转运 出 现 了 故障 。 大 约 5% 的 
白人 携带 这 种 缺陷 基因 ， 然 而 这 种 性 状 是 隐 性 的 ， 只 有 当 一 个 人 遗传 有 来 自 父 母 双亲 的 缺陷 
基因 时 才 会 发 病 。 这 些 个 体内 异常 基因 的 表达 导致 包括 胰腺 和 汗腺 在 内 的 多 种 组 织 的 功能 受 
损 。 毫 无 疑问 ， 历 性 纤维 症 的 主要 临床 症状 是 呼吸 道里 产生 了 非常 黏 的 黏液 ， 由 此 危及 到 肺 
脏 的 功能 。 

赛 性 纤维 症 患 者 体内 离子 转运 的 改变 似乎 引起 了 肺 生理 学 的 微妙 变化 ， 从 而 导致 细菌 的 
反复 感染 ， 而 感染 又 引起 免疫 反应 的 发 生 ， 吸引 大 量 的 嗜 中 性 粒 细胞 聚集 到 感染 部 位 ， 这 些 
白细胞 将 细菌 消化 分 解 后 释放 出 大 量 的 DNA， 而 这 些 释放 出 来 的 DNA 又 与 存在 于 受 感染 
肺 部 的 另外 的 细胞 外 物质 相互 作用 ， 从 而 形成 了 高 黏 性 的 黏液 。 

为 防止 黏液 的 形成 ， 遭 受 细菌 感染 的 囊 性 纤维 症 病人 通常 接受 轻 打 按摩 疗法 。 长 时 间 地 
吉 打 病人 的 胸部 使 黏液 移动 ， 患 者 从 而 将 其 排出 体外 。 据 推测 多 年 前 使 用 DNA. 酶 制剂 来 治 
疗 肺 部 感染 正 是 考虑 到 它 能 减轻 呼吸 症状 ， 因 为 该 酶 通过 催化 细胞 外 DNA 的 降解 从 而 促进 
黏液 黏 性 的 降低 。 

DNA 酶 1 是 最 主要 的 、 特 性 明确 的 DNA 酶 家 族 成 员 之 一 ， 这 种 核酸 内 切 酶 催化 P-O 
(3) 间 磷 酸 二 酯 键 的 水 解 〈 图 6. 10)。 虽 然 它 能 比较 慢 地 降解 单 链 DNA， 但 它 的 最 适 底 物 
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是 双 链 DNA。20 世纪 40 年 代 后 期 ， 首 先 从 胰腺 提取 物 MEE 
中 初步 提纯 牛 DNA BEL, LER CIE SL. W d 

地 说 明 它 具 备 在 体外 显著 降低 讲 性 纤维 症 患 者 肺 黏液 的 shy, -- 
黏 性 的 能 力 ， 而 且 20 世纪 50 年 代 牛 胰腺 DNA WES 9 
BE RET HERE ETE HE SEIT. TEIG RETREAT E, Won 
但 长 期 使 用 则 出 现 了 副作用 ， 部 分 是 因为 它 是 牛 源 的 one 

(在 人 体内 具有 免疫 原 性 )， 但 主要 原因 可 能 是 产品 中 存 oo 

在 蛋白 水 解 酶 污染 〈 随 后 的 检测 证 实 这 些 制 剂 中 含 高 达 9 

2 色 的 胰 蛋 白 酶 和 胰 凝 乳 蛋白 酶 ) 。 50 o, MAE 


20 世纪 80 年 代 首次 从 胰腺 的 CDNA 文库 中 分 离 到 
编码 人 DNA 酶 1 的 核 苷 酸 序列 ， 它 编码 一 个 260 个 氨 $ 
基 酸 的 糖 蛋白 ， 与 牛 DNA 酶 1 高 度 同 源 同 源 性 为 H 
77%), X cDNA 在 重组 CHO 细胞 中 获得 了 表达 ， 所 ”图 6.10 DNA W I3} DNA 的 剪 切 


制备 的 DNA 酶 (商品 名 为 “Pulmozyme”) 已 获准 用 于 水解 成 两 部 分 ， 一 部 分 带 有 游离 3- 状 基 
医学 用 途 。 末端 ， 另 一 部 分 带 有 游离 5 磷酸 末端 


6.3.6 i5 


SMW (Gaucher's disease) Je HF OR AE Hef ABE RA ET RE B GY Bk Z T 3| o h — Ph it fe E 
UU, REEERE FE. uA M G. MUERE TE BG C AA JRE M A EB 
它 是 少量 存在 于 某 类 细胞 中 的 一 种 糖 脂 类 物质 ， 当 该 酶 缺乏 时 会 特征 性 地 导致 这 些 脂 类 在 细 
胞 内 的 积聚 ， 特 别 是 在 巨 唆 细 胞 内 的 积聚 。 戈 谢 病 的 临床 表现 包括 器 官 肿胀 〈 因 为 受 侵袭 的 
巨 叹 细 胞 聚集 于 此 )、 贫 血 、 骨 痛 ， 有 时 还 有 神经 损伤 。 

苹 谢 病 能 用 酶 替代 法 来 治疗 ， 从 人 胎盘 中 纯化 的 葡 糖 脑 苷 脂 酶 可 用 于 这 种 目的 ， 一 般 每 
两 周 给 患者 静脉 注射 一 次 。 当 静脉 用 药 时 ， 部 分 酶 被 巨 噬 细 胞 吸收 了 ， 因 为 巨 叹 细 胞 表达 多 
种 细胞 表面 外 源 凝 集 素 ， 而 外 源 凝集 素 能 强烈 结合 各 种 糖 蛋 白 ， 产 生 的 复合 物 常常 通过 胞 饮 
机 制 而 内 在 化 。 考 虑 到 花费 、 来 源 的 可 用 性 以 及 偶尔 发 生 疾病 的 传播 等 因素 ， 从 而 促进 了 重 
组 葡 糖 脑 苷 脂 酶 产品 的 开发 。1994 年 一 种 商品 名 为 “Cerezyme” 的 重组 制品 (用 CHO T. 
程 细胞 制备 ) 获准 用 于 常规 医疗 。 
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”第 7 章 
激素 和 生长 因子 在 医疗 中 的 应 用 


7.1 引言 


目前 ， 一 些 激素 制剂 已 应 用 于 临床 诊断 数 十 年 了 ， 也 有 一 些 〈 如 肾上腺 素 、 多 肽 激素 、 
类 固 醇 激素 ) 将 要 合成 ， 用 于 医疗 的 蛋白 激素 (至少 在 开始 的 时 候 ) 直接 来 源 于 动物 ， 由 此 
而 产生 的 一 些 问题 包括 疾病 的 传播 ， 促 进 了 合成 蛋白 激素 的 发 展 〈 表 7. 1)。 此 外 ， 蛋 白质 


i 目前 批准 医用 的 重组 激素 药物 


Cory 
Humulin 重组 人 胰岛 素 RAH 1982( 美 国 ) 
Novolin 重组 人 胰岛 素 精 尿 病 患 者 1991( 美 国 ) 
Humalog 改 构 重组 人 胰岛 素 RT 1996( 美 国 ,欧洲 ) 
Liprolog 改 构 重组 人 胰岛 素 糖尿 病 患者 1997( 欧 洲 ) 
Insuman 重组 人 胰岛 素 mm 1997( 欧 洲 ) 
NovoRapid 改 构 重组 人 胰岛 素 糖尿 病 患 者 1999( 欧 洲 ) 
胰 高 血糖 素 制 品 
Glucagen 重组 人 胰 高 血糖 素 低 血糖 患者 1998( 美 国 ) 
注射 用 胰 高 血糖 素 重组 人 胰 高 血糖 素 低 血糖 患者 1998( 美 国 ) 
生长 激素 
Protropin 重组 人 生长 激素 儿童 生长 激素 缺乏 1985( 美 国 ) 
Humatrope 重组 人 生长 激素 儿童 生长 激素 缺乏 1987 36 BD. 
Nutropin 重组 人 生长 激素 儿童 生长 激素 缺乏 1994( 美 国 ) 
Biotropin 重组 人 生长 激素 儿童 生长 激素 缺乏 1995( 美 国 ) 
Genotropin 重组 人 生长 激素 儿童 生长 激素 缺乏 1995( 美 国 ) 
Norditropin 重组 人 生长 激素 JURA KR RZ 1995 (38 li 
Nutropin AQ 重组 人 生长 激素 儿童 生长 激素 缺乏 1995( 美 国 ) 
Saizen 重组 人 生长 激素 儿童 生长 激素 缺乏 1996( 美 国 ) 
Serostim 重组 人 生长 激素 儿童 生长 激素 缺乏 1996( 美 国 ) 
促 性 腺 激素 
Gonal F 重组 人 卵泡 刺激 激素 停止 排卵 , 排 孵 过 度 1995( 欧 洲 ) 
Puregon 重组 人 卵泡 刺激 激素 停止 排卵 ,排卵 过 度 1996( 欧 洲 》 
红细胞 生成 素 
Epogen 重组 人 红细胞 生成 素 贫血 症 1989( 美 国 ) 
Procrit 重组 人 红细胞 生成 素 贫血 症 1990( 美 国 ) 
Neorecorman 重组 人 红细胞 生成 素 贫血 症 1997( 欧 洲 》 
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工程 的 发 展 使 合成 多 肽 激素 的 类 似 物 更 为 简便 ， 数 种 蛋白 质 工程 产品 已 获得 应 用 的 许可 ， 最 
广泛 应 用 的 多 肽 激素 为 胰岛 素 ， 其 次 为 胰 高 血糖 素 、 人 生长 激素 、 促 性 腺 激素 、 促 红细胞 生 
成 素 ， 这 将 是 本 章 论述 的 主要 内 容 。 

最 近 ， 许 多 具有 临床 应 用 前 景 的 生长 因子 已 研制 成 功 〈 表 7. 2)， 重 组 促 血 小 板 生 长 因 
子 是 其 中 第 一 个 获得 许可 的 产品 在 1997 年 用 于 治疗 糖尿 病 溃疡 )， 但 更 多 的 生长 因子 产品 
还 仅 应 用 于 诊断 。 关 于 这 些 问题 将 于 本 章 的 最 后 一 节 讨 论 。 


表 7.2 已 批准 或 正在 进行 临床 试验 的 重组 生长 因子 


糖尿 病 /皮肤 溃疡 
MUS SEE HED REE Ve Do TEUT M 型 糖尿 病 

糖尿 病 脚 部 泪 病 , 受 损 部 位 愈合 

外 伤 治疗 ,皮肤 沪 疡 ,角膜 /白内障 手术 

心血 管 失调 , 冠 心病 

伤口 治疗 ,多 种 皮肤 病 

糖尿 病 外 周 神经 病变 , 肌 萎缩 性 (将 船 ) 侧 索 硬化 ,多 种 神经 性 疾病 
慢 性 软组织 溃疡 ,腿脚 部 溃疡 ,静脉 深 血 


GUAE IR 
BUS REE KE 
转化 生长 因子 
表皮 生长 因子 
血管 内 皮 生 长 因子 
角 化 细胞 生长 因子 
神经 生长 因子 
成 纤维 生长 因子 


研究 中 
研究 中 
研究 中 
研究 中 
研究 中 


7.2 胰岛 素 


胰岛 素 是 一 种 由 位 于 胰岛 的 郎 格 罕 B 细胞 产生 的 多 肽 激素 ， 它 于 1921 年 被 首次 分 离 成 
功 ， 氨 基 酸 序列 在 20 世纪 50 年 代 后 期 确定 。 其 对 代谢 产生 广泛 的 影响 。 在 糖 代谢 中 发 挥 着 
中 心 调节 作用 。 在 和 蛋白质 和 脂 类 代谢 中 也 发 挥 了 重要 的 作用 。 胰 岛 素 的 产生 水 平 由 血液 中 的 
葡萄 糖 含量 决定 。 葡 萄 糖水 平 的 升 高 导致 胰岛 素 分 泌 量 的 增加 ， 使 组 织 〔 主 要 是 肝脏 ， 其 次 
是 肌肉 ) 对 血糖 的 代谢 水 平 升 高 ， 当 血糖 水 平 恢复 正常 ， 则 胰岛 素 的 分 泌 也 降低 。 


7.2.1 糖尿 病 


在 人 体内 ， 由 于 无 法 产生 胰岛 素 而 导致 了 糖尿 病 的 发 生 〈 工 型 糖尿 病 )， 它 是 一 种 以 血 
糖水 平 增加 而 尿 糖 增加 为 特征 的 慢性 疾病 ， 同 时 伴 有 糖 原 分 解 、 糖 异 生 和 脂肪 酸 氧 化 水 平 的 
提高 及 尿素 产生 的 增加 ， 与 此 同时 ， 在 外 围 组 织 中 脂肪 酸 和 和 蛋白质 的 合成 、 葡 萄 糖 的 代谢 水 
平 降低 。 世 界 范围 内 有 1200 万 糖尿 病 患者 ， 并 直接 导致 每 年 60 万 人 死亡 。 糖 尿 病 的 直接 原 
因 是 由 于 产生 胰岛 素 的 B 型 胰 细 胞 的 不 可 逆转 的 损伤 。 尽 管 自动 免疫 系统 疾病 、 病 毒 感染 、 
基因 都 可 能 是 诱发 因素 ， 但 对 其 机 理 还 没有 充分 了 解 。 糖 尿 病 可 以 通过 胰岛 素 制剂 的 经 胃 肠 
道 给 药 加 以 控制 ， 仅 在 胰岛 素 得 到 分 离 后 的 一 年 ，1922 年 即 用 于 治疗 糖尿 病 。 


7.2.2 胰岛 素 的 体内 合成 


胰岛 素 在 体内 最 早 以 前 胰岛 素 原 合成 于 胰岛 B 细胞 〈 图 7. 1)， 该 分 子 包括 23 个 氨基 酸 
的 末端 信号 序列 ， 它 指导 蛋白 质 通 过 内 质 网 膜 到 达 内 质 网 的 内 腔 ， 在 内 质 网 的 内 腔 该 前 导 序 
列 由 一 个 特殊 的 信号 肽 从 前 胰岛 素 原 上 切除 ， 产 生前 胰岛 素 。 含 前 胰岛 素 的 小 泡 从 内 质 网 中 
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MASK 


BA 


C ik 


图 7.1 在 体内 由 前 胰岛 素 原 合成 人 胰岛 素 
合成 这 程 包括 在 前 脾 岛 素 原 中 NN 端 23 个 氮 基 酸 的 信号 序列 去 除 ， 产 生 了 前 脐 岛 素 ， 在 前 
腹 岛 来 转变 为 腊 岛 素 的 蛋白 水 解 这 程 中 ， 同 时 产生 了 30 个 氨基 酸 残 基 的 序列 〈C 多 肽 或 
连接 多 肽 ) 和 两 个 二 肽 。 成 熟 的 腕 岛 素 由 A 和 BB 两 条 多 肽 链 组 成 ，B 链 含有 30 E 
残 基 ， 它 们 通过 两 条 链 问 二 硫 刍 连接。 在 A 链 内 还 存在 着 一 个 链 内 二 硫 键 连接 


深 和 人 高 尔 基体 的 膜 结构 中 。 随 后 从 高 尔 基 体 中 出 来 。 因 为 它们 的 外 表面 由 网 格 蛋白 所 包 被 ， 
这 些小 泡 通常 称 为 包 囊 型 分 记 小 泡 。 当 它们 离开 高 尔 基体 后 。 这 些小 体 失去 了 网 格 蛋白 ， 变 
成 了 非 包 被 的 分 泌 颗粒 。 

前 胰岛 素 转变 为 胰岛 素 发 生 于 包 被 分 泌 性 小 体 ， 这 个 过 程 包括 前 胰岛 素 分 子 的 蛋白 
裂解 ， 产 生成 熟 的 胰岛 素 的 C 端 和 连接 多 肽 ， 这 个 成 熟 的 胰岛 素 由 两 个 多 肽 链 通过 两 
个 二 硫 键 连接 组 成 ， 分 子 质量 约 为 5. 8ku，A 链 含有 21 个 氨基 酸 残 基 ，B 链 含有 30 个 
氨基 酸 残 基 。A 链 含 有 一 个 链 内 二 硫 键 连接 。 在 前 胰岛 素 转变 为 胰岛 素 的 过 程 中 产生 
一 个 多 肽 链 能 将 前 胰岛 素 的 A 链 和 B 链 连 接 起 来 。 在 形成 成 熟 的 胰岛 素 之 前 ， 两 个 二 
聚 体 多肽 在 这 个 连接 小 肽 的 末端 彼此 分 开 ， 同 时 产生 一 个 短 的 多 肽 链 ， 称 之 为 C Sk 
或 连接 多 肽 。 

除了 成 熟 的 胰岛 素 ， 分 小 性 颗粒 也 含有 少量 的 前 胰岛 素 的 C 多 肽 及 前 胰岛 素 原 的 氨基 
酸 ， 非 分 泌 性 细胞 作为 一 个 胰岛 素 在 B 细胞 内 的 储备 库 ， 其 正常 的 储藏 形式 为 六 聚 体 ， 由 两 
个 锌 原子 加 以 稳定 。 加 入 少量 的 锌 可 使 纯化 的 胰岛 素 形成 胰岛 素 六 聚 体 。 分 说 性 颗粒 通过 胞 
吐 作 用 将 其 内 容 物 释放 到 血液 中 去 。 此 过 程 是 在 特殊 的 分 小 信 号 刺激 下 引发 的 ， 例 如 血液 中 
葡萄 糖 浓度 的 升 高 。 
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由 不 同 种 属 动物 获得 的 胰岛 素 是 相似 的 ， 但 它们 的 氨基 酸 序列 不 是 完全 一 致 。 大 鼠 和 小 
鼠 合 成 的 胰岛 素 氨 基 酸 序列 有 轻微 的 差异 。 猪 胰岛 素 与 人 胰岛素 在 其 B 链 的 C 末端 仅 相差 
一 个 氨基 酸 残 基 。 牛 与 人 相差 3 个 氨基 酸 ， 而 羊 差 4 个 氨基 酸 。 而 其 C 多 肽 ， 在 不 同 的 种 属 
之 间 相 差 非常 显著 。 


7.2.3 常规 胰岛 素 制剂 


针对 于 糖尿 病人 使 用 的 胰岛 素 制剂 从 前 都 是 直接 来 源 于 履 室 的 健康 动物 胰腺 ， 如 猪 和 
牛 。 由 于 猪 的 胰岛 素 在 氨基 酸 序列 上 与 人 更 为 相似 ， 猪 胰岛 素 比 牛 胰岛 素 更 具有 一 些 治 疗 优 
势 。 因 为 这 将 减少 一 些 免疫 反应 。 

纯化 的 胰岛 素 最 早 应 用 于 治疗 是 在 20 世纪 20 年 代 早期 ， 是 通过 应 用 酸 -乙醇 沉淀 法 从 
猪 或 牛 的 胰 胜 获得 的 ， 但 其 成 分 还 不 够 纯 。 尽 管 胰岛 素 被 结晶 于 1926 年 ， 但 人 们 当时 对 其 
晶体 化 的 过 程 了 解 还 不 多 。 研 究 者 发 现 从 粗 提 物 中 连续 地 结晶 胰岛 素 是 不 可 能 的 。 直 到 
1934 年 ， 人 们 才 发 现 锌 能 够 促进 胰岛 素 的 结晶 ， 使 生产 者 能 够 提高 从 胰腺 组 织 的 粗 提 物 中 
获得 胰岛 素 晶体 的 产量 。 获 得 的 晶体 通过 再 结晶 的 过 程 使 胰岛 素 得 到 进一步 的 纯化 ， 这 种 胰 
岛 素 被 称 作 常规 胰岛 素 。 尽 管 反 复 的 纯化 使 胰岛 素 的 纯度 得 到 了 较 大 的 增高 ， 但 以 现代 的 标 
准 来 看 ， 它 的 纯度 还 是 不 够 的 。 

就 常规 胰岛 素 本 身 而 言 ， 它 也 含有 不 同 种 形式 的 胰岛 素 分 子 ， 如 精 酸 胰岛 素 、 脱 酰胺 胰 
岛 素 、 胰 岛 素 酯 及 胰岛 素 二 聚 体 等 。 脱 酰胺 胰岛 素 和 人 烷 基 化 形式 是 在 其 酸 - 醇 提 取 过 程 中 形 
成 的 。 在 提取 环境 中 精 酸 的 基部 分 可 能 被 二 聚 化 。 也 可 能 含有 胰岛 素 原 及 其 他 的 多 肽 ， 如 血 
管 活性 肠 肽 (vasoactive intestinal peptide，VIP)、 抑 生长 激素 和 胰 高 血糖 素 。 尽 管 重 结晶 
过 程 能 有 效 地 去 除 大 分 子 物质 ， 但 一 些 大 分 子 的 蛋白 质 碎片 偶尔 也 被 分 离 出 来 。 

在 常规 胰岛 素 制剂 中 出 现 污染 物 会 降低 终 产 品 中 的 胰岛 素 含量 ， 导 致 它 的 临床 用 量 
复杂 。 人 们 为 了 降低 对 胰岛 素 蛋白 的 水 解 而 将 其 保存 于 酸性 环境 中 ， 这 种 环境 也 同时 保 
存 了 具有 蛋白酶 活性 污染 物 的 蛋白 酶 活性 。 污 染 物 同时 也 具有 免疫 原 性 ， 当 一 个 糖尿 病 
人 为 了 延续 其 生命 而 不 得 不 每 天 数 次 大 量 注射 胰岛 素 时 ， 这 个 问题 变 得 非常 严重 。 反 复 
的 用 药 必 定 导致 严重 的 免疫 反应 。 即 使 轻微 的 免疫 反应 也 会 导致 在 注射 点 周围 组 织 发 生 
炎症 反应 而 坏死 。 

当 胰岛 素来 源 于 牛 或 猪 并 应 用 于 人 时 ， 免 疫 反 应 会 很 轻微 。 然 而 ， 这 种 胰岛 素 的 使 用 却 
能 刺激 病人 产生 抗 胰岛 素 抗体 ， 为 了 维持 疗效 ， 这 种 中 和 性 抗体 的 出 现 必然 导致 用 药剂 量 的 
不 断 增加 。 同 时 结合 了 抗体 的 胰岛 素 复合 物 延 长 了 其 降解 周期 。 


7.2.4 层 析 法 纯化 的 胰岛 素 


现在 为 了 进一步 减少 常规 胰岛 素 制剂 中 的 污染 物 ， 经 过 再 结晶 的 胰岛 素 制 剂 通常 归 骨 经 
过 另外 的 层 析 纯 化 步骤 。 凝 胶 过 滤 是 第 一 种 用 于 进一步 纯化 胰岛 素 的 层 析 技 术 ， 可 有 效 地 将 
高 分 子 量 的 污染 物 从 胰岛 素 中 分 离 出 来 ， 如 蛋白 水 解 酶 、 前 胰岛 素 、 胰 岛 素 二 聚 体 。 同 污染 
物 一 同 被 洗 脱 的 还 包括 可 以 降低 胰岛 素 疗效 的 脱 氨 胰岛 素 和 精 氨 酸 胰岛 素 。 而 其 他 与 胰岛 素 
分 子 量 相似 的 污染 物 如 胰腺 多 肽 用 此 方法 是 无 法 去 除 的 。 由 于 胰岛 素 从 凝 胶 柱 上 洗 脱 产生 了 
一 个 峰 ， 所 以 通过 此 方法 获得 的 胰岛 素 称 为 单 峰 胰 岛 素 。 
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基于 经 济 上 的 可 行 性 ， 用 来 纯化 再 结晶 胰岛 素 
的 凝 胶 过 滤 柱 应 该 足够 大 。 一 些 厂家 基于 这 个 目的 
生产 了 层 得 柱 系 统 (图 7.20. [8 7.2 所 示 过 滤 柱 
的 总 装载 体积 是 96L。 每 次 可 以 用 2L 样品 体积 ， 
从 中 获取 50g 纯化 的 再 结晶 胰岛 素 。 一 个 单独 的 柱 
子 运行 需要 近 7h。 附 加 的 层 析 步 又 可 以 进一步 降 
低 纯化 胰岛 素 制品 中 的 污染 物 水 平 。 因 此 离子 交换 
层 析 柱 经 常用 于 大 规模 生产 。 


图 7.2 生产 规模 的 胰岛 素 自动 纯化 系统 
已 经 有 人 推荐 胰岛 素 制剂 中 胰岛 素 原 含量 不 应 它 具有 每 周 生 产 600g 重 结晶 胰岛 素 的 能 力 。 


超过 10X 10…*， 同 时 其 中 的 胰 多 肽 信 量 不 应 超过 BEE ESE A SOL TU RU e O 
— d TURETXHE RM. RAR, AEREUA 
1X10…。 而 且 还 推荐 高 分 子 聚集 蛋白 污染 物 的 量 eT EM 


不 应 超过 1/% 部 分 并 排放 置 Ob Pharmacia 公司 供 图 ) 
7.2.5 人 胰岛 素 制 剂 


在 过 去 的 30 年 已 经 发 展 了 大 批量 生产 人 胰岛 素 的 方法 ， 其 中 一 些 方法 ， 如 直接 化 学 合成 胰 
岛 素 分 子 ， 虽 可 行 ， 但 在 经 济 上 不 太 具 有 吸引 力 。 而 其 他 方法 仍然 被 证 明 是 经 济 上 具有 可 行 性 ， 
理论 上 很 合理 ， 这 些 方法 包括 猪 胰岛 素 酶 切 修饰 ， 人 胰岛 素 cDNA 在 重组 微生物 中 的 表达 。 

人 胰岛 索 是 在 20 世纪 70 年 代 早期 第 一 个 由 猪 胰岛 素 酶 切 修饰 而 获得 的 。 人 胰岛 素 和 猪 
胰岛 素 区 别 在 于 一 个 单一 的 氨基 酸 。 人 胰岛 素 B 链 羧 基 末 端 〈 残 基数 30) 为 苏 氨 酸 ， 而 猪 
胰岛 素 在 这 个 位 置 是 一 个 丙 氨 酸 残 基 。 用 胰 蛋 白 酶 处 理 完整 的 猪 胰岛 素 会 导致 B 链 22 号 残 
基 和 23 号 残 基 之 间 的 蛋白 水 解 断裂 〈 另 外 还 有 29 号 残 基 和 30 号 残 基 之 间 )， 有 效 地 去 除 B 
链 凌 基 末端 的 八 肽 。 合 成 一 条 与 人 八 肽 一 致 的 多 肽 序列 ， 可 以 和 这 种 经 胰 蛋 白 酶 处 理 过 的 猪 
胰岛 素 连 接 。 这 个 过 程 如 图 7. 3 所 示 ， 可 以 有 效 地 将 猪 胰岛 素 转 变 成 人 胰岛 素 。 利 用 这 种 方 
式 获取 的 人 胰岛 素 已 经 在 临床 上 应 用 多 年 。 
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图 7.3 猪 胰岛 素 的 氨基 酸 序列 
(a) 显示 了 胰 蛋 白 酶 的 裂解 位 点 。 脐 蛋白 本 可 有 效 地 切 去 脐 岛 素 B 链 效 基 端的 8 个 氨基 酸 ， 人 胰岛素 与 猪 
腊 岛 素 仅 相差 1 个 氨基 酸 。 在 猪 胰岛 素 的 忆 链 第 30 位 为 1 个 甘氨酸 残 基 ， 而 人 胰岛 素 在 此 位 置 为 1 AAR 
酸 残 基 ， 所 以 人 的 胰岛 素 可 以 通过 猪 胰岛 素来 合成 ， 即 用 胰 蛋 白 酶 将 猪 胰岛 素 C 端的 八 肽 去 掉 ， 而 用 合成 
的 人 脐 岛 素 的 八 有 状 [b] 取代 
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人 胰岛 素 还 可 以 通过 重组 DNA. 技术 来 获得 。 重 组 人 胰岛 素 制品 是 第 一 种 由 这 一 技术 生 
产 的 商业 保健 产品 ， 并 获准 广泛 地 应 用 于 临床 。 成 功 地 从 微生物 中 获取 人 胰岛 素 ， 保 证 了 未 
来 胰岛 素 的 供给 不 再 依赖 于 屠宰 动物 的 胰腺 组 织 的 可 行 性 。 从 一 头 猪 的 胰腺 获取 的 纯化 的 胰 
岛 素 的 量 只 能 够 满足 一 个 糖尿 病 患者 3d 的 需要 。 同 时 重组 蛋白 的 产品 还 可 以 排除 由 感染 的 
胰腺 意外 的 将 病毒 传递 给 糖尿 病 患者 的 风险 。 

第 一 个 由 基因 工程 方法 获得 的 胰岛 素 制品 是 通过 将 编码 胰岛 素 A BERT B SER cDNA 插 
和 人 到 个 别 的 大 肠 杆菌 CE. coli) 细胞 (K12 株 )， 然 后 A 链 和 B 链 从 不 同 的 重组 系统 中 纯化 
出 来 ， 再 通过 二 硫 键 的 形成 而 连接 起 来 。 人 胰岛 素 还 可 以 通过 在 E. coli 中 表达 编码 人 胰岛 
素 原 的 核 苷 酸 序列 而 获得 。 胰 岛 素 原 分 子 进而 可 以 通过 酶 切 去 除 连接 的 肽 转变 成 天 然 的 胰岛 
素 。 与 最 初 的 在 两 个 分 离 的 生物 反应 器 中 分 别 生产 两 条 胰岛 素 肽 链 的 方法 相 比 ， 这 种 生产 方 
法 已 经 应 用 得 更 普遍 了 。 很 大 程度 上 是 因为 只 通过 一 次 发 酵 和 接 下 来 的 纯化 方案 是 必需 的 。 
现在 重组 人 胰岛 素 已 经 在 工业 上 应 用 50000L 发 酵 色 进行 大 规模 的 生产 。 目 前 ， 人 胰岛 素 已 
经 可 以 从 重组 酵母 系统 中 获取 了 。 

虽然 用 重组 方法 得 到 的 胰岛 素 与 天 然 的 激素 是 一 样 的 ， 但 重组 产品 中 的 任何 杂质 都 
是 由 微生物 引起 的 ， 而 不 是 动物 器 官 。 而 且 ， 现 代 蛋 白质 纯化 方法 可 以 将 任何 在 终 产 
品 中 可 以 发 现 的 杂质 降低 到 最 低 水 平 。 胰 岛 中 产生 胰岛 素 的 细胞 岛 不 到 整个 胰腺 组 织 
的 1%， 所 以 从 动物 得 到 的 胰岛 素 提取 物 在 纯化 之 前 当然 也 会 被 非 胰岛 素 蛋 白 杂 质 严 重 
mu. 

— 一 些 其 他 技术 可 能 被 用 来 进一步 提高 胰 

wie ura | | 岛 素 制品 的 纯度 ， 包 括 踊 水 反应 层 析 和 反 相 

高 效 液 相 色 谱 (reverse-phase-HPLC，RP- 

HPLC), 已 经 在 第 3 章 讨论 过 ， 这 些 附加 

的 技术 进一步 补充 而 不 是 替代 现 有 的 纯化 技 

术 。 工 业 化 规模 的 生物 合成 人 胰岛 素 纯化 包 
括 一 系列 步骤 如 图 7. 4 所 示 。 

虽然 额外 纯化 步骤 的 引进 降低 了 整个 胰 
岛 素 的 产量 ， 但 它们 增加 了 终 产 品 纯度 。 现 
在 生产 中 已 经 可 以 做 到 保证 总 产量 的 同时 使 

图 7.4 产品 纯度 达到 或 超过 98%, RP-HPLC 是 一 
在 大 肠 杆 省 中 产生 的 有 高 素 是 胰岛 素 原 ， 首 先 通过 PA HATH EAL E RHR HERES 
Ed. HESEGBEHTEMZHAE. 在 有 效 地 从 大 范围 的 杂质 中 分 离 出 胰岛 素 分 
通过 高 子 交 换 层 析 和 结晶 过 程 后 ， 将 晶体 深 角 通过 子 ， 这 些 杂质 中 有 许多 很 难 用 常规 的 低压 层 
HPLC 柱 ， 经 过 凝 朋 过滤 后 产生 最 终 约 产品 — 析 方 法 去 除 。 目 前 在 工业 化 规模 生产 中 用 于 
胰岛 素 纯化 的 RP-HPLC 柱 ， 其 装载 体积 接 

近 801.， 这 种 柱子 运转 一 次 就 可 以 纯化 出 几 百 克 的 胰岛 素 。 

在 现代 高 纯度 胰岛 素 的 生产 过 程 中 ，HPLC 和 FPLC 都 广泛 用 于 产品 的 纯度 分 析 。 这 
些 技术 在 生产 过 程 中 的 质量 控制 和 终 产品 纯度 的 评估 中 扮演 了 非常 重要 的 角色 ， 它 们 人 快 
速 和 灵敏 的 特点 使 它们 特别 适合 这 样 的 任务 。 例 如 ，RP-HPLC 可 以 区 分 单个 氨基 酸 残 基 
不 同 的 胰岛 素 分 子 ， 它 还 可 以 检测 出 胰岛 素 的 不 同 修饰 形式 ， 比 如 脱 氨基 、 甲 酰 化 或 胰 
DEERE. 


第 7 章 ”激素 和 生长 因子 在 医疗 中 的 应 用 | 167 


7.2.6 胰岛 素 配 方 


当 胰 岛 素 直 接 注射 进 血 管 ， 它 的 半衰期 仅 为 几 分 钟 ， 显 然 这 样 短 的 半衰期 使 它 很 难 应 用 
于 糖尿 病 患 者 的 临床 治疗 。 皮 下 注射 便于 延长 激素 从 注射 部 位 释放 到 血液 的 时 间 ， 这 种 给 药 
方式 已 经 成 为 胰岛 素 应 用 的 优先 办 法 。 胰 岛 素 制品 还 可 以 用 许多 方式 配制 以 增加 其 作用 的 持 
续 时 间 。 例 如 ， 这 种 激素 可 以 和 鱼 精 蛋 白 配 合 ， 进 一 步 延 迟 其 向 血液 中 的 释放 。 另 外 ， 锌 可 
以 加 入 到 最 终 的 制品 中 以 提高 胰岛 素 晶体 在 组 成 的 锌 -胰岛 素 悬 浮 液 中 的 生长 。 可 溶 的 胰岛 
素 经 常 被 称 为 短 效 胰岛 素 ， 活 力 持续 时 间 8h。 激 素 的 活力 高 峰 在 这 种 情况 下 出 现在 3 一 4h。 
长 效 胰 岛 素 制品 ， 像 那些 包含 鱼 精 蛋白 和 /或 锌 的 ， 活 性 通常 可 保持 长 达 36h。 


7.2.7 工程 胰岛 素 


天 然 胰岛 素 分 子 趋向 于 自发 的 相互 作用 而 形成 寒 聚 体 〈 二 聚 体 和 特殊 的 六 聚 体 )。 自 缔 
合 主要 是 因为 在 位 于 靠近 的 胰岛 素 分 子 B 链 近 C 端的 氨基 酸 残 基 之 间 形 成 链 内 气 键 。 当 皮 
下 注射 时 ， 胰 岛 素 寡 聚 体 在 单个 分 子 从 注射 部 位 渗透 到 血管 之 前 必须 彼此 分 离 。 这 种 解 聚 是 
胰岛 素 吸 收 的 限 速 步骤 。 所 以 糖尿 病 患者 必须 在 吃饭 前 至 少 30 一 40min 自己 注射 胰岛 素 制 
品 ， 有 时 很 不 方便 ， 而 且 如 果 病 人 接着 由 于 某 种 原因 没有 吃饭 会 导致 低 血糖 症 。 

改变 胰岛 素 B 链 靠近 C 端的 氨基 酸 序列 可 以 降低 这 些 分 子 自 缔 合 的 倾向 。 这 样 就 能 够 
产生 更 快 的 反应 胰岛 素 。 代 表 这 两 种 更 快 反应 的 胰岛 素 lispro 和 胰岛 素 aspart 现在 获准 在 医 
学 上 应 用 。 这 些 修饰 的 胰岛 素 由 糖尿 病 患 者 自己 在 饭 前 立即 注射 。 

天 然 的 人 胰岛 素 分 别 在 B28 和 B29 处 包含 一 个 且 氨 酸 和 一 个 赖 氨 酸 残 基 (图 7. 3)。 胰 
岛 素 lispro 的 不 同 之 处 是 这 两 个 氨基 酸 位 置 是 颠倒 的 。 胰 岛 素 aspart 区 别 于 天 然 胰岛 素 的 是 
在 B28 处 的 睛 氨 酸 被 一 个 天 冬 氨 酸 所 替代 。 


7.3 RANER 


胰 高 血糖 素 是 由 胰岛 细胞 中 a 细胞 合成 的 一 种 多 肽 激素 。 它 也 可 以 由 胃 肠 道中 相关 的 细 
胞 类 型 合成 。 胰 高 血糖 素 由 29 个 氨基 酸 组 成 ， 分 子 质量 大 约 3. 5ku。 从 不 同 动物 物种 分 离 
的 这 种 激素 的 氨基 酸 序 列 几乎 是 相同 的 。 在 有 胰岛 素 的 情况 下 ， 胰 高 血糖 素 似乎 最 初 是 以 胰 
高 血糖 素 原 的 形式 合成 的 。 胰 高 血糖 素 原 经 过 两 条 单独 的 蛋白 水 解 途径 转变 成 胰 高 血糖 素 。 

胰 高 血糖 素 是 一 种 高 血糖 症 激素 ， 引 起 受 者 血液 中 葡萄 糖 浓 度 的 增加 。 这 样 就 抑制 了 胰 
岛 素 引起 的 生理 反应 。 血 液 中 葡萄 糖 浓度 的 升 高 是 通过 刺激 增加 糖 异 生 的 速度 和 肝 糖 原 的 降 
解 速度 的 结果 。 它 还 可 以 促进 脂 解 速度 的 增加 和 脂肪 组 织 和 肌肉 的 葡萄 糖 利用 率 的 降低 。 胰 
高 血糖 素 有 时 在 临床 上 被 用 来 逆转 糖尿 病 患 者 由 胰岛 素 引 起 的 低 血糖 症 。 

虽然 胰 高 血糖 素 可 以 直接 从 胰腺 组 织 中 提取 已 经 有 很 多 年 ， 但 市 场 上 近来 已 出 现 更 多 的 
重组 胰 高 血糖 素 产 品 〈 表 7. 1)。 这 些 产 品 除了 能 够 对 抗 低 血 糖 症 ,还 可 以 用 于 胃 部 放射 性 
检查 的 辅助 诊断 。 胃 壁 平滑 肌 释 放 这 种 激素 ， 在 放射 性 检查 过 程 中 通过 减少 胃 容 积 获得 更 好 
的 能 动 性 图 像 。 
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7.4 促 性 腺 激素 


促 性 腺 激素 ， 顾 名 思 义 ， 主 要 是 对 雄性 和 肉 性 性 腺 产生 作用 。 许 多 促 性 腺 激素 可 以 用 于 
临床 治疗 多 种 人 类 的 临床 病症 ， 而 且 可 以 诱导 肉 性 动物 超 排卵 。 

最 常用 的 促 性 腺 激素 包括 促 卵泡 成 熟 激素 (follicle-stimulating hormone, FSH) 和 黄 
体 化 激素 (luteinizing hormone，LH)， 也 被 称 为 黄体 生成 激素 (interstitial cell stimulating 
hormone, ICSH), LH 和 FSH 都 是 由 垂体 合成 的 。 另 外 一 种 促 性 腺 激素 ， 人 绒毛 膜 促 性 腺 
MÆ (human chorionic gonadotrophin, hCG) 是 由 孕妇 的 胎盘 产生 的 。 然 而 有 一 种 称 为 促 
卵泡 激素 的 促 性 腺 激素 例外 ， 它 可 以 从 绝经 后 期 的 妇女 的 尿 液 中 分 离 得 到 。 孕 马 血 清 中 出 现 
了 一 种 仅 存 在 于 孕 马 血清 的 促 性 腺 激素 。 


7.4.1 促 卵 泡 成 熟 激 素 (FSH)、 黄 体 化 激素 (LH) 和 人 绒毛 膜 促 性 腺 激素 (hCG) 


FSH, LH 和 hCG 都 是 糖 蛋 白 ， 分 子 质量 分 别 为 34ku、28ku 和 36ku。LH fü FSH 都 
含有 大 约 16% 的 糖 类 ， 而 hCG 含有 的 糖 类 超过 30%。 三 者 都 是 由 一 个 a 亚 基 和 B 亚 基 组 成 
的 二 聚 体 。 在 任何 一 种 动物 物种 中 这 三 者 的 亚 基 是 相同 的 ， 而 B 亚 基 则 不 同 。 因 此 B 亚 基 
赋予 了 特殊 的 分 子 独特 的 生物 学 特性 。hCG 的 B 亚 基 的 氨基 酸 序列 与 LH 的 B 亚 基 高 度 同 
源 ， 所 以 hCG 具有 与 LH 相似 的 生物 活性 不 足 为 奇 。 

对 雄性 来 说 ，FSH 刺激 输精管 的 滋养 细胞 产生 精 母 细胞 。LH 刺激 罕 丸 间 质 细胞 产生 
举 丸 激素 ， 主 要 的 雄性 性 激素 。 对 于 肉 性 ，FSH 和 LH 在 生殖 周期 中 扮演 了 重要 角色 。 

卵巢 是 女性 最 主要 的 生殖 器 官 。 它 容纳 卵子 并 合成 许多 类 固 醇 激素 。 卵 巢 中 有 许多 卵 
泡 ， 每 一 个 卵泡 都 包含 一 个 卵子 ， 卵 子 被 两 层 细胞 包围 。 内 层 的 细胞 叫做 粒 层 细胞 ， 主 要 受 
FSH 作用 。 粒 层 细 胞 产生 肉 激 素 ， 帷 激素 是 最 主要 的 肉 性 性 激素 。 外 层 细 胞 由 膜 细胞 组 成 。 
这 些 细胞 主要 受 LH 激素 的 调节 ,合成 不 同 的 类 固 醇 ， 然 后 被 粒 层 细胞 合成 肉 激 素 时 所 
利用 。 

在 一 个 正常 的 月 经 周期 开始 时 ， 一 些 卵泡 开始 成 熟 ， 这 一 过 程 主要 受 PSH 刺激 。 紧 接 
着 出 现 一 个 单个 的 优势 卵泡 ， 其 余 的 卵泡 则 退化 了 。 前 半 个 月 经 周期 通常 被 称 为 卵泡 时 相 。 
生长 的 卵泡 开始 分 泌 越 来 越 高 水 平 的 肉 激素 ， 肉 激素 最 终 引 发 LH 在 循环 周期 中 间 的 释放 ， 
大 约 是 人 类 女性 月 经 周期 的 第 14 天 。 这 样 ， 依 次 引发 了 排卵 (也 就 是 从 成 熟 卵泡 中 释放 卵 
子 )， 结 果 破 裂 的 卵泡 则 形成 一 种 被 称 为 黄体 的 结构 。 月 经 周期 这 时 已 经 进入 它 的 第 二 时 相 ， 
黄体 时 相 。 黄 体 分 泌 肉 激素 和 类 固 醇 激素 黄体 酮 ， 黄 体 酮 负责 修复 子宫 内 膜 ， 为 受精 卵 的 着 
床 做 准备 ， 并 且 是 胚胎 发 育 所 需要 的 。 

如 果 没 有 受精 ， 人 类 黄体 的 最 大 寿命 通常 是 14d， 在 这 段 时 间 里 黄体 稳定 地 退化 使 肉 激 
素 、 黄 体 酮 的 水 平 降低 。 这 种 激素 支持 的 撤销 导致 月 经 期 子宫 内 膜 组 织 从 体内 的 脱落 。 

如 果 卵 泡 破裂 后 释放 的 卵子 着 床 ， 黄 体 就 不 会 退化 ， 而 且 继续 产生 黄体 酮 。 妊 娠 的 个 体 
ih, WIKER hCG 来 维持 的 ，hCG 由 胎盘 分 沁 。 在 尿 液 中 也 可 检测 到 hCG。 检 测 这 种 激素 
是 妊娠 检测 试剂 盒 的 基础 CGB 9 章 ) 。 

FSH H LH 主要 调节 肉 性 生殖 过 程 (图 7. 5)。 而且 还 调节 雄性 生殖 力 的 发 育 和 维持 。 
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图 7.5 健康 妇女 在 月 经 周期 血浆 中 FSH (a) 和 LH (b) 的 变化 
这 些 激素 可 以 用 于 临床 上 治疗 某 些 种 类 的 不 育 ， 或 其 他 由 于 激素 的 低 循环 水 平 引起 的 临床 症 
状 。 在 美国 近 10% 的 育龄 夫妇 不 能 生育 。 每 10 个 病案 中 有 6 一 7 
个 的 问题 出 在 女性 身上 。 女 性 不 孕 的 原因 有 多 种 ， 但 至 少 有 20% 
的 病例 归 因 于 下 丘脑 -垂体 -卵巢 轴 的 功能 紊乱 (图 7. 6)。 许 多 这 


i 
h 
i 
样 的 病例 可 以 借助 外 源 性 FSH 和 LH 进行 治疗 。 F 
| > 
| 
| 
| 
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7.4.2 促 卵 泡 成 熟 激 素 (FSH) 、 黄 体 化 激素 (LH) 和 
人 绒毛 膜 促 性 腺 激素 (hCG) 的 来 源 


FSH 可 以 从 脑 垂 体 中 分 离 到 。 这 样 得 到 的 人 FSH 显然 是 很 “~ 


URL «ILA A EIE TIRER. A 
的 妇女 尿 液 中 也 能 发 现 FSH。 这 种 来 源 的 制品 也 具有 LH 活性 ， e PE E PAM 
称 为 促 卵泡 激素。 通过 分 久 程 序 可 以 从 尿 液 中 提纯 促 卵泡 激 家 ， Luoncnm xen 
也 可 以 通过 屋 析 技术 如 离子 交换 层 析 法 获得 。 促 卵泡 激素 制品 可 ganons ii 
以 经 过 进一步 的 层 析 步 邓 去 除 大 部 分 甚至 所 有 污染 的 LH 活性 。 

促 外 激素 在 临床 上 经 常用 来 治疗 各 种 生育 并 发 症 如 无 排卵 性 不 孕 ， 这 种 不 孚 是 由 于 征 
环 FSH 水 平 低 引 起 或 加 剧 的 。 

和信 蓉 体 化 激素 也 可 以 从 生体 中 分 高 得 到 。 同 PSH 一 样 ， 其 来 源 也 不 具有 经 济 上 的 可 行 
性 。 hCG， 如 前 所 述 ， 显 示 出 许多 与 LH 相同 或 相似 的 生物 学 活性 。hCG 从 孕妇 的 尿 液 中 
提纯 相对 容易 一 些 。 已 经 发 现 这 种 hCG 制品 在 治疗 由 于 无 LH 活性 引起 的 临床 症状 时 具有 
广泛 的 医学 应 用 价值 ， 而 且 已 经 用 于 临床 上 治疗 不 育 症 以 及 延 组 男性 青春 期 。hCG 和 FSH 
一 起 还 用 来 治疗 女性 无 排卵 性 不 孕 。 在 这 种 情况 下 使 用 的 FSH 刺激 卵泡 的 发 育 ， 接 着 施用 
的 LH 引起 循环 中 期 LH APERE, MIIN a FIERI. 

现在 已 经 生产 出 重组 的 FSH、LH 和 hCG， 并且 有 两 种 重组 人 FSH (rhFSH) 制品 已 
经 获得 规章 批准 可 以 医用 〈 兄 表 7. 0)。 这 些 产品 都 是 FSHa 和 8 基因 在 CHO GP BL AUR 
SO 细胞 系 中 的 共 表达 产物 。 虽 然 与 尿 液 来 源 的 产物 相 比 它们 的 糖 基 化 方式 有 些 不 同 ， 但 这 
种 产物 和 天 然 的 人 蛋白 在 所 基 酸 序列 上 是 一 致 的 。 
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7.43 了 孕 马 血清 促 性 腺 激素 


孕 马 血清 促 性 腺 激素 (pregnant mare serum gonadotrophin，PMSG) ， 顾 名 思 义 ， 是 从 
怀孕 的 马 的 血清 中 获得 的 。PMSG 在 马 妊 娠 40 一 130d 的 血清 中 维持 一 个 不 断 升 高 的 水 平 。 
PMSG 是 一 种 由 a 亚 基 和 8B 亚 基 组 成 的 促 性 腺 激素 ,含有 45% 的 糖 类 ,其 中 大 部 分 与 B 亚 基 
有 关 ， 在 糖 类 成 分 中 ， 半 和 乳糖、 半 乳 糖 胺 和 唾液 酸 中 含量 尤其 高 。 

PMSG 是 一 种 独特 的 促 性 腺 激素 ， 因 为 它 同时 显示 出 FSH 和 LH 相似 的 生物 活性 。 它 
的 这 种 生物 特异 性 应 归功 于 其 B 亚 基 。PMSG 是 由 妊娠 的 子宫 角 的 一 系列 小 的 杯 状 突起 分 沁 
的 。 这 些 富 含 PMSG 的 结构 称 为 子宫 内 膜 凹 陷 ， 而 且 只 存在 于 马 体内 。 妊 娠 37 一 40d 才 开 
始 出 现 明显 的 PMSG， 在 媳 娠 大 约 70d 达到 最 高 峰 ， 然 后 开始 稳定 地 消退 。 子 宫 内 膜 凹陷 最 
初 是 来 自 胎儿 而 不 是 母亲 。 

通过 一 系列 程序 包括 pH 分 馏 、 乙 醇 沉淀 和 几 个 层 析 步 又 〈 利 用 凝 胶 过 滤 层 析 法 和 离子 
交换 介质 ) 可 以 从 血清 中 得 到 PMSG。 这 种 激素 虽然 对 于 人 没有 普遍 的 临床 应 用 价值 ， 但 
可 以 用 来 诱导 某 些 动物 的 超 排卵 。 


7.4.4 动物 的 超 排卵 


促 性 腺 激素 常 被 用 来 诱导 某 些 动物 的 超 排卵 ， 最 常见 的 是 牛 。 超 排卵 的 目的 是 为 了 诱导 
多 卵泡 同时 发 育 以 便 在 交配 时 有 多 个 卵子 。 交 配 以 后 ， 可 以 通过 手术 或 非 手术 技术 取得 母体 
的 胚胎 。 这 些 收获 的 胚胎 可 以 移植 到 几 个 动物 受 体 体内 并 一 直到 后 代 足 月 。 通 过 运用 这 种 技 
术 ， 每 一 个 珍贵 动物 或 一 些 想 要 获得 其 遗传 特性 的 动物 的 繁 街 潜 能 有 效 增 加 了 好 几 倍 。 一 些 
农场 主要 采取 超 排 卯 和 胚胎 移植 技术 来 加 速 提高 其 牧 群 的 遗传 质量 。 

超 排卵 基本 上 涉及 到 外 源 性 促 性 腺 激素 的 使 用 ， 促 性 腺 激素 刺激 卵泡 的 发 育 。 许 多 农业 
上 很 重要 的 动物 物种 都 一 次 只 有 一 个 卵泡 发 育成 熟 。 注 射 外 源 性 FSH 可 以 在 正常 的 生理 范 
围 内 很 好 地 提高 其 循环 水 平 。 这 样 打 乱 了 调节 月 经 周期 的 天 然 激素 的 平衡 ， 而 且 引 起 几 个 卵 
泡 的 发 育 和 成 熟 。 用 于 超 排卵 的 促 性 腺 激素 包括 促 卵泡 激素 、 猪 垂体 FSH (P-FSH) M% 
马 血清 促 性 腺 激素 (PMSG). 

P-FSH 是 从 屠宰 的 猪 的 脑 生 体 中 提纯 出 的 FSH。 不 像 牛 垂体 那样 常规 应 用 ， 猪 垂体 的 
大 部 分 提纯 产品 用 于 牛 的 超 排卵 。 提 倡 物种 间 FSH 而 不 是 与 受 体 同一 物种 FSH 的 使 用 是 为 
了 降低 潜在 的 由 于 使 用 屠宰 动物 的 生物 制品 而 产生 的 物种 特异 性 疾病 的 传播 风险 。 

FSH 一 般 是 通过 各 种 分 离 技 术 从 猪 垂体 中 提取 出 来 的 ， 包 括 盐 和 /或 乙醇 沉淀 。 层 析 步 
又 经 常 被 用 到 。 大 多 数 商业 上 获取 的 FSH 制品 都 含有 几 种 杂 蛋 白 。 在 超 排卵 实验 中 应 用 含 
低 量 LH 的 FSH 可 以 得 到 一 个 稳定 的 超 排卵 反应 。 

用 PMSG 进行 超 排卵 的 方式 一 般 都 涉及 到 这 种 激素 的 单 剂量 使 用 。 当 以 一 个 非常 低 的 速 
度 从 血液 循环 中 清除 PMSG 时 ， 一 个 剂量 就 足够 了 。 牛 PMSG 的 清除 可 以 持续 120h。PMSG 
制品 半衰期 的 延长 应 归功 于 高 含量 的 N- 乙 酰 神 经 氨 酸 。 一 些 人 认为 作为 一 个 超 排卵 激素 ， 
PMSG 的 长 半衰期 对 其 效力 是 不 利 的 ， 因 为 它 可 以 在 排卵 后 对 卵泡 发 育 产生 一 个 持续 的 刺激 ， 
而 且 减 少 了 重新 获得 的 能 发 芽 胚 胎 的 数量 。 在 合适 的 时 间 段 以 后 抗 PMSG 抗体 的 升 高 可 以 用 
来 消除 残存 的 PMSG 活性 。 现 在 普遍 认为 使 用 FSH 比 使 用 PMSG 能 获得 更 强 的 排卵 反应 。 
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大 多 数 超 排卵 方式 都 是 每 天 使 用 FSH 两 次 ， 连 续 使 用 大 约 4d。 要 保证 大 量 的 卵泡 发 育 
需要 规律 性 注射 这 种 激素 ， 因 为 FSH 在 血清 中 的 半衰期 相对 较 短 。 通 常用 来 延长 每 次 注射 
效力 的 尝试 是 皮下 注射 这 种 制品 。 注 射 以 后 紧 接 着 使 用 一 个 单一 剂量 的 LH， 对 于 卵泡 的 最 
终 成 熟 以 及 从 卵巢 中 的 释放 ， 这 样 做 是 必要 的 。 

当 FSH 制品 用 于 诱导 卵泡 发 育 时 ， 产 生 的 超 排卵 反应 可 能 会 大 不 相同 。 从 超 排卵 的 牛 
中 获得 的 能 发 育 的 胚胎 的 数量 可 以 是 从 0 到 50 不 等 或 更 多 ， 尽 管 5 一 8 个 胚胎 代表 了 平均 的 
数量 。 这 种 与 超 排卵 方式 相关 的 不 同 受 许多 因素 影响 ， 现 在 只 明确 了 其 中 的 一 些 。 动 物 的 一 
般 健康 状况 ， 使 用 严格 的 程序 以 及 涉及 到 的 个 人 经 验 和 技术 能 力 都 影响 了 这 个 过 程 ， 所 使 用 
的 制品 中 FSH 与 LH 活性 的 比率 似乎 也 影响 到 最 终 的 结果 ， 因 为 FSH 制品 含有 低 LH 活性 
时 显得 更 有 效 。 研 究 表明 一 种 牌子 (垂体 来 源 ) FSH 制品 的 不 同 批 次 其 FSH 与 LH 活性 的 
比率 可 以 相差 到 20 倍 。 纯 化 的 重组 FSH 制品 在 这 一 点 上 显得 更 有 效 些 。 

牛 FSHa WIM B AE AER] cDNA. 已 经 在 鼠 上 皮 细 胞 系 中 被 克隆 和 表达 。 产 生 有 生物 活性 
FSH 的 克隆 已 被 选择 ， 而 且 其 发 酵 规模 已 扩大 到 可 以 满足 生产 目的 。 合 成 的 重组 FSH 可 以 
经 过 3 个 纯化 过 程 得 到 纯度 达 95%% 以 上 的 产品 。 这 种 重组 的 制品 当然 不 含有 杂质 LH 活性 。 


7.4.5 抑制 素 


抑制 素 是 一 种 由 性 腺 产生 的 糖 蛋 白 。 它 在 睾丸 的 滋养 细胞 和 卵巢 的 粒 层 细胞 中 合成 。 这 
个 激素 是 二 聚 体 ， 由 亚 基 入 亚 基 组 成 。 已 经 鉴定 出 有 两 种 形式 的 抑制 素 分 子 ， 抑 制 素 A 
和 抑制 素 B， 两 种 形式 的 a 亚 基 是 一 样 的 ， 而 B 亚 基 在 氨基 酸 序 列 上 是 不 同 的 。 

循环 中 FSH 浓度 的 升 高 刺激 抑制 素 的 合成 。 在 FSH 作用 的 反馈 抑制 中 抑制 素 起 到 重要 
作用 ,因为 它 选择 性 抑制 垂体 分 泌 FSH。 由 于 其 降低 循环 中 FSH 水 平 ， 抑 制 素 被 研究 可 作 
为 一 种 男女 避孕 品 。 


7.5 生长 激素 


生长 激素 (growth hormone, GH) 是 一 种 种 属 特异 性 激素 ， 由 垂体 前 叶 分 泌 ， 是 机 体 
“正常 生长 和 洲 乳 所 必需 的 。 在 促进 机 体 的 蛋白 合成 、 调 节 粮 和 脂 代谢 过 程 中 发 挥 着 重要 的 作 
用 。 对 保持 体内 为 生长 所 必需 物质 方面 发 挥 着 重要 的 作用 。 

生长 激素 的 分 泌 由 下 丘脑 分 泌 的 生长 激素 释放 因子 (growth hormone releasing factor, GH- 
RF， 见 表 7. 3) 所 调控 ， 生 长 激素 释放 的 抑制 通过 另 一 种 由 下 丘脑 分 泌 的 生长 激素 抑制 素 所 调控 。 


表 7.3 已 经 批准 临床 应 用 或 正在 进行 药 用 评估 的 多 肽 调控 因子 


LT 生产 的 诱导 

加 压 案 糖尿 病 

黄体 激素 释放 因子 (LH-RF) 某 些 类 型 不 孕 症 患者 的 治疗 
生长 激素 抑制 素 Wis zh b c 

生长 激素 释放 因子 (GHRF) 缺乏 生长 因子 的 诊断 和 治疗 
促 甲状 腺 激素 释放 激素 脑 -垂体 -甲状 腺 轴 素 乱 的 诊断 


血管 紧缩 素 下 升 高 血压 
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生长 激素 通过 结合 于 细胞 表面 的 特殊 受 体 而 发 挥 作用 。 该 受 
体 由 3 部 分 组 成 ， 胞 外 配 基 结合 域 、 跨 膜 区 和 细胞 内 效应 区 。 目 
前 ， 人 们 对 生长 激素 与 受 体 结合 并 发 挥 作用 的 精确 分 子 机 制 了 解 
还 很 少 。 在 血清 中 可 发 现 一 种 与 生长 激素 膜 外 受 体 结合 域 相似 的 
和 蛋白质， 能 够 与 生长 激素 结合 ， 它 可 能 在 激素 的 体内 清除 过 程 中 
发 挥 重要 的 作用 (图 7.7)。 

生长 激素 受 体 可 以 在 多 种 组 织 内 检测 到 ， 它 主要 在 肝脏 中 发 
人 生长 激素 Cuman growth 挥 作 用 ， 刺 激 生 长 调节 素 或 类 胰岛 素 生长 因子 Cinsulin-like 
hormone, hGH) 与 两 分 子 的 growth factor1，IGF-1) 的 合成 ，IGF-1 直接 介 导 了 生长 激素 的 
激素 结合 蛋白 Comoe 生长 促进 作用 ， 如 后 文 所 述 。 
binding protein, HBP) 相 结 人 体 生 长 激素 的 分 泌 不 足 导致 侏 侍 症 ， 生 长 激素 分 泌 过 量 导 
合 ， 这 个 过 程 在 血清 中 自然 致 巨人 症 或 肢 端 肥大 症 ， 特 征 为 脸 、 手 和 脚 的 体积 增 大 。 生 长 激 
发 生 ， OCKÁG EB TS 素 可 以 用 来 治疗 垂体 性 侏 侨 症 ， 由 于 生长 激素 的 种 属 特异 性 ， 所 
细胞 的 质 腊 外 hGH 受 体 的 配 以 在 对 人 的 医疗 中 只 能 应 用 人 的 生长 激素 。 

AAT emcee 人 生长 激素 ChGH) 是 由 191 个 氨基 酸 残 基 构 成 ， 含 有 两 个 
二 个 分 子 与 生长 各 表 的 第 对“ 分子 内 二 确 键 ， 分 子 质量 约 为 21ku。 直 到 20 世纪 80 年 代 中 期 ， 

人 生长 激素 的 来 源 还 只 能 来 源 于 人 的 垂体 ， 因 此 ， 生 长 激素 的 应 
用 受到 了 很 大 的 限制 。 同 时 ， 这 种 生长 激素 制剂 会 含有 一 些 生长 激素 异 构 体 或 其 他 蛋白 质 竺 
污染 物 。 

在 1985 年 ， 一 些 病人 由 于 使 用 被 克 - 雅 病 致 病因 子 (Greutzfeldt-Jakob disease, CJD) 
污染 的 人 生长 激素 制剂 而 患 病 ， 因 此 ， 从 人 垂体 中 提取 生长 激素 被 禁止 。 

在 E. coli 中 表达 人 生长 激素 的 cDNA， 使 大 规模 获得 无 致 病因 子 污染 的 人 生长 激素 变 
为 现实 。 重 组 蛋白 产品 中 大 部 分 氨基 酸 序列 与 天 然 的 生长 激素 一 致 ， 但 由 于 cDNA 的 起 始 
密码 子 AUG 的 存在 ， 而 在 序列 中 比 天 然 氨基 酸 多 一 个 甲酸 氨 酸 残 基 。 这 种 甲 硫 氨 酰 化 的 人 
生长 激素 与 天 然 生长 激素 具有 相同 的 生物 活性 ， 它 在 1985 年 得 到 批准 应 用 于 临床 ， 主 要 用 
于 治疗 人 身材 矮小 。 

为 了 保证 纯度 ， 重 组 人 生长 激素 经 过 了 一 系列 的 纯化 步骤 ， 包 括 硫酸 铵 沉淀 、 二 氨 
基 纤 维 素 离子 交换 层 析 、 凝 胶 过 滤 层 析 (Sephacryl S-200) 等 。 免 疫 亲 和 层 析 也 常用 于 纯 
化 天 然 或 重组 的 人 生长 激素 。 大 量 生长 激素 的 制备 为 深入 研究 它 的 潜在 价值 起 到 促进 作 
用 。 目 前 已 有 证 据 显 示 该 激素 在 烧伤 、 消 化 性 溃 冶 、 骨 质 状 松 症 、 体 骨折 和 多 种 瘤 症 的 
治疗 中 发 挥 作用 。 此 外 ， 它 对 合成 代谢 的 影响 ， 使 其 用 于 促进 肌肉 生长 ， 甚 至 用 于 延缓 
se. 

牛 生长 激素 

除了 人 生长 激素 ， 人 们 也 利用 重组 系统 生成 几 种 其 他 动物 的 生长 激素 。 重 组 牛 生长 激素 
(recombinant bovine growth hormone，rbGH) 可 用 于 促进 奶牛 的 产 奶 量 。 同 人 生长 激素 一 
样 ， 重 组 DNA 技术 的 发 展 也 促进 了 重组 牛 生长 激素 的 大 规模 生产 ， 一 些 生物 制品 公司 已 批 
量 生产 了 重组 牛 生长 激素 。 

人 们 进行 一 定 的 实验 观察 后 ， 在 对 牛 使 用 牛 生长 激素 时 ， 并 不 考虑 其 可 能 对 牛奶 或 
牛肉 的 消费 者 健康 产生 不 良 影响 。 这 些 实验 包括 : 牛 生 长 激素 对 人 体 并 无 生物 学 活性 ， 
而 且 它 同 大 多 数 蛋白 质 食 品 一 样 ， 会 在 人 的 骨 肠 消化 作用 下 而 降解 。 对 牛 生长 激素 的 


hGH 


图 7.7 
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毒性 研究 表明 ， 尽 管 小 鼠 对 于 注射 牛 生长 激素 有 反应 ， 但 小 鼠 口 服 重组 牛 生长 激素 无 
活性 。 

对 奶牛 使 用 牛 生长 激素 会 导致 牛奶 内 的 IGF-1 浓度 的 提高 〈 见 后 面 章节 )， 牛 的 IGF-1 
与 人 的 IGF-1 结构 是 相同 的 。 但 毒性 研究 表明 ， 小 鼠 口服 牛 IGF-1 无 不 良 影响 。 同 时 ， 应 用 
T rbGH 的 牛奶 内 IGF-1 的 浓度 并 不 比 人 正常 乳汁 内 的 IGF-1 含量 高 。 


7.6 ” 促 红细胞 生成 素 


促 红 细胞 生成 素 (erythropoietin，EPO) 是 一 种 由 肾脏 产生 的 糖 蛋白 激素 。 这 种 激素 
刺激 干细胞 转变 为 红细胞 。 这 种 激素 的 分 子 质量 为 36ku，60% 成 分 为 糖 类 。 含 有 4 个 潜在 
的 糖 基 化 位 点 ， 其 组 成 部 分 包含 有 大 量 的 唾液 酸 及 不 定量 的 己 糖 和 氨基 己 糖 ， 糖 成 分 的 去 除 
可 以 通过 促进 它 在 血浆 中 的 降解 而 明显 降低 它 在 体内 的 生物 学 活性 。EPO 主要 存在 于 血浆 
中 ， 在 尿 中 也 有 少量 的 存在 ， 并 可 以 从 尿 中 进行 纯化 。 

EPO 在 体内 可 以 通过 数 种 方式 进行 调节 ， 最 主要 的 是 组 织 内 氧 分 压 。 在 高 度 贫血 病人 
体内 ， 组 织 供 氧 不 足 可 导致 EPO 在 血浆 内 浓度 提高 100 倍 。 在 一 些 条 件 下 ， 如 肾 训 竭 ， 可 
导致 EPO 产生 水 平 下 降 。 可 导致 继 发 性 的 贫血 。EPO 分 泌 不 足 而 导致 的 恶性 后 果 可 通过 外 
源 性 EPO 制剂 而 避免 。 

药 用 EPO 通过 重组 DNA 技术 进行 生产 。 人 们 第 一 次 用 编码 人 EPO 的 cDNA 在 重组 系 
统 内 表达 EPO 是 在 1984 年 。 已 有 多 个 公司 获得 生产 人 EPO 的 许可 〈 表 7. 1)。 重 组 产品 无 
论 在 序列 上 或 是 生物 学 活性 上 都 与 天 然 产品 相同 。 它 们 在 应 用 中 具有 明显 的 疗效 〈 贫 血 或 相 
关 疾 病 )， 市场 价值 约 为 20 亿美 元 。 重 组 产品 主要 通过 真 核 细 胞 系 进行 生产 CCHO 细胞 
系 )， 它 可 以 对 产品 进行 有 效 的 糖 基 化 。 

EPO 是 一 个 刺激 血细胞 生长 家 族 的 成 员 ， 这 个 家 族 成 员 还 包括 造血 生长 因子 、 集 落 刺 
激 因子 和 多 种 白介素 。 


7.7 ”其 他 生长 因子 


目前 ,一 些 其 他 的 生长 因子 的 治疗 作用 也 引起 了 人 们 的 的 兴趣 〈 表 7.2)， 如 重组 人 血 
小 板 生长 因子 (recombinant human platelet derived growth factor, rhPDGF) 已 经 被 证 明 具 
有 治疗 作用 。 对 这 些 因子 的 不 同 制剂 正在 进行 着 大 量 临床 实验 ， 在 不 远 的 将 来 ， 它 们 会 被 证 
明 能 够 发 挥 更 广泛 的 作用 。 这 些 生 长 因子 能 使 细胞 发 生 增殖 和 分 化 而 表现 出 促 有 丝 分 裂 作 
用 。 大 多 数 临床 实验 集中 于 它们 对 于 加 速 伤口 愈合 过 程 和 治疗 溃疡 的 有 效 作 用 。 溃 疡 一 般 指 
持续 不 能 愈合 的 皮肤 或 是 黏膜 的 破损 。 自 然 的 伤口 愈合 过 程 起 始 于 伤口 处 组 织 中 生长 因子 的 
释放 。 

凝血 酶 即 血液 凝固 途径 中 的 上 [a 因子 ( 见 第 5 章 )， 刺 激 a 颗粒 从 血小板 中 的 释放 。 这 
些 颗粒 含有 多 种 生长 因子 ， 包 括 成 纤维 生长 因子 (fibroblast growth factor, FGF)、PDGF 
及 转化 生长 因子 (transforming growth factor，TGF)。 这 些 生长 因子 对 一 些 具 有 修补 组 织 
作用 的 细胞 类 型 具有 促 有 丝 分 裂 作 用 ， 并 表现 出 趋 化 性 的 效果 ， 以 这 种 方式 吸引 一 定 类 型 的 
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细胞 至 损伤 位 点 。 如 吸引 巨 只 细胞 至 损伤 位 点 释放 转化 生长 因子 ， 还 可 释放 不 同 的 生长 因 
C. 如 PDGF Al TGF, EGF 是 一 种 上 皮 细 胞 有 丝 分 裂 原 ， 对 于 伤口 的 愈合 发 挥 着 本 质 的 
作用 。 


7.7.1 血小板 源 生长 因子 


血小板 源 生长 因子 (platelet-derived growth factor， 缩 写作 PDGF) 最 早 分 离 自 血 小 
AR. 后 来 证 实 其 为 其 他 几 种 细胞 合成 和 分 泌 。PDGF 对 于 多 种 细胞 而 言 都 是 一 种 强 有 力 的 
有 丝 分 裂 原 ， 如 成 纤维 细胞 、 神 经 胶 质 细胞 和 平滑 肌 细 胞 。 其 分 子 质量 为 30ku， 由 A 和 
B 两 条 多 肽 链 组 成 ， 并 通过 链 内 二 硫 键 共 价 连接 。 目 前 已 分 离 到 它 的 3 种 异 构 体 ， 包 括 同 
型 异 构 体 AA、BB 和 异型 异 构 体 AB, A 链 由 124 个 氨基 酸 组 成 ，B 链 由 140 个 氨基 酸 
组 成 。 

两 种 不 同 但 有 关联 的 PDGF 受 体 已 经 被 分 离 ， 分 别 命 名 为 a 受 体 和 有 B 受 体 ， 两 种 受 体 都 
具有 酷 氨 酸 激酶 活性 ，a 受 体 与 3 种 同 工 酶 都 能 结合 并 具有 高 度 的 亲和力 ， 而 p 受 体 与 3 种 
同 工 酶 以 不 同 的 结合 力 结合 ， 结 合力 由 弱 至 强 顺序 为 AA、AB、BB。PDGF 在 伤口 愈合 过 
程 中 发 挥 着 重要 的 作用 ， 其 潜在 的 药 用 价值 正在 为 不 同 的 生物 制药 厂 进行 评估 。 目 前 重组 
PDGF 产品 已 进入 市 场 ， 商 品名 为 Regranex。 该 产品 经 证 明 能 加 速 糖尿 病 患 者 皮肤 溃疡 的 
MA, Cdk PDGF B 链 的 同型 二 聚 体 。 两 条 链 以 反 平 行 方式 排列 ， 通 过 一 个 分 子 内 二 硫 键 连 
接 。 该 产品 由 含有 PDGF B 链 基因 的 Saccharomyces cerevisiae 菌株 生产 ， 终 产品 为 胶 冻 状 ， 
通过 涂抹 于 伤口 表面 用 药 。 


7.7.2 胰岛 素 样 生长 因子 


胰岛 素 样 生长 因子 (insulin-like growth factor, IGF) 是 由 3 个 相关 的 多 肽 调控 因子 组 
成 的 家 族 : 胰岛 素 、IGF-1 和 IGF-2。 家 族 成 员 50% 的 氨基 酸 具 有 同 源 性 。 家 族 成 员 的 结构 
与 胰岛 素 相似 ， 除 了 C 端 序列 和 延长 的 羧基 末端 区 域 。IGF 随 血液 在 全 身 循环 ， 可 与 IGF 
结合 蛋白 相 结合 。 结 合 蛋白 可 调节 IGF 的 生物 活性 并 限制 其 进入 特定 的 组 织 。IGF-1 和 
IGF-2 的 细胞 表面 受 体 都 已 得 到 鉴定 。IGF-1 受 体 具 有 酪 氨 酸 激酶 活性 ， 在 信号 转 导 过 程 中 
发 挥 重 要 作用 。 它 能 被 IGF-1 和 IGF-2 所 激活 。 一 种 仅 与 IGF-2 结合 的 受 体 也 被 发 现 ， 但 其 
无 任何 信号 转 导 能 力 ， 生 理 功能 未 知 。IGF-1 受 体 广泛 分 布 于 全 身 各 处 。1IGF 主要 在 肝脏 内 
合成 并 被 直接 释放 到 循环 系统 中 。 因 此 表现 为 内 分 泌 激 素 活 性 ， 同 时 在 多 种 其 他 组 织 中 也 有 
少量 合成 ， 表 现 为 旁 分 泌 和 自分 泌 激素 的 特性 。 

人 们 并 没有 完全 了 解 IGF 复杂 的 生物 功能 ， 而 重组 人 IGF-1 和 IGF-2 将 有 助 于 人 们 进 
- 步 阐明 它们 的 生理 功能 。 它 们 在 胚胎 发 育 过 程 中 发 挥 着 重要 的 作用 。 在 出 生 后 IGF-1 在 调 
节 生 长 的 过 程 中 起 到 重要 的 作用 ，IGF-2 的 生理 功能 还 不 为 人 所 知 。IGF-1 能 够 介 导 生 长 因 
子 的 生长 促进 作用 ， 促 进 骨 的 形成 ， 抑 制 肌 和 蛋白 的 降解 ， 在 肌 细胞 内 能 够 上 调 葡萄 糖 和 和 蛋白 
质 的 合成 ， 促 进 神经 的 存活 和 髓 磷脂 的 合成 。 这 些 生 理 功 能 可 能 使 其 在 治疗 身材 矮小 骨 质 玖 
松 症 、 神 经 功能 失调 中 发 挥 作用 。 早 期 的 应 用 主要 集中 于 治疗 Laron 人 穆 颂 症 ， 这 种 疾病 主要 
由 于 患者 的 细胞 表面 生长 激素 受 体 发 生 突变 而 失去 了 正常 的 生理 功能 。 对 患者 应 用 IGF 通 
常 可 以 诱导 其 发 育 。 还 有 其 他 的 病例 表明 它 可 以 增加 蛋白 的 合成 ， 减 少 脂肪 积累 。 因 此 可 以 
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应 用 于 治疗 肥胖 症 。 
7.7.3 表皮 生长 因子 


表皮 生长 因子 (epidermal growth factor, EGF) 是 全 部 生长 因子 中 最 广泛 了 解 的 生长 
因子 ， 人 表面 生长 因子 是 首先 从 尿 中 被 分 离 出 来 ， 由 于 其 具有 抑制 胃酸 分 刻 的 作用 ， 所 以 称 
之 为 尿 抑 胃 素 ， 其 从 鼠 的 唾液 腺 中 分 离 ， 并 对 其 进行 了 大 量 的 研究 。 其 被 证 实 对 很 多 的 细胞 
类 型 存在 着 一 种 强力 的 促 有 丝 分 裂 的 作用 ， 如 上 皮 细 胞 、 内 皮 细 胞 或 成 纤维 细胞 。 皮 肤 是 其 
主要 的 靶 组 织 ， 它 在 表皮 的 生长 和 发 育 中 发 挥 着 重要 的 作用 。 它 同时 也 是 几 种 培养 细胞 系 的 
有 效 促 分 裂 因 子 ， 除 了 在 尿 液 中 出 现 外 ， 在 血液 、 十 二 指 肠 和 唾液 腺 中 都 要 可 分 离 到 。 

从 鼠 和 人 体 中 分 离 到 的 EGF 都 由 53 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 并 有 70% 的 同 源 性 ， 并 含有 3 
个 分 子 内 二 硫 键 。 鼠 EGF 的 分 子 质 量 为 6041u， 人 EGF 的 分 子 质量 为 6021u，EGF 起 始 是 
由 一 个 分 子 质量 为 128ku 的 前 体 蛋 白 的 一 部 分 ， 在 蛋白 酶 的 作用 下 ， 成 熟 的 EGF 从 前 体 中 
Tk. HB. AMMA EGF 都 可 通过 重组 工程 菌 作为 外 源 蛋 白 来 表达 。 由 于 EGF 前 体 的 
mRNA 较 大 ， 科 学 家 们 发 现 仅 合成 含有 53 个 氨基 酸 成 熟 EGF 核酸 序列 是 非常 容易 的 ， 这 
种 合成 的 DNA 可 以 在 大 肠 杆菌 或 其 他 系统 中 表达 。 

EGF 受 体 是 一 种 表现 为 酷 氮 酸 蛋 白 酶 活性 的 转 膜 蛋白 。 已 经 在 许多 种 细胞 表面 发 现 。 
EGF 与 其 受 体 结合 后 可 使 敏感 的 细胞 产生 促 有 丝 分 裂 反 应 ， 这 是 由 于 细胞 的 蛋白 质 和 核酸 
的 形成 增加 、 代 谢 物 进 入 细胞 加 强 以 及 细胞 内 代谢 的 活性 增加 。 

表皮 生长 因子 可 能 对 羊 脱 毛 产 生 一 定 的 作用 ， 应 用 EGF 可 表现 为 瞬时 地 但 有 效 作 用 于 
羊毛 厢 细 胞 ， 结 果 是 使 羊皮 毛 变 弱 ， 方 便 了 羊毛 的 采集 。 因 为 在 农业 生产 中 的 广泛 应 用 ， 所 
以 对 EGF 有 广泛 的 需求 。 这 种 需求 可 以 通过 重组 DNA 技术 得 以 满足 。 


7.7.4 成 纤维 生长 因子 


成 纤维 生长 因子 (fibroblast growth factor, FGF) 最 早 是 从 脑 和 垂体 中 提取 ， 这 种 生 
长 因子 在 成 纤维 细胞 培养 中 具有 明显 的 促 有 丝 分 裂 作用 ， 成 纤维 细胞 是 广泛 分 布 于 连接 组 织 
中 的 细胞 类 型 ， 这 些 细胞 产生 连接 组 织 的 基本 物质 以 及 胶原 和 弹性 纤维 的 前 体 ， 它 可 以 诱导 
其 他 几 种 类 型 的 细胞 ， 如 成 骨 细胞 、 神 经 胶 质 细胞 、 平 滑 肌 细胞 和 血管 内 皮 细胞 的 生长 和 分 
化 。 它 能 有 效 地 诱导 血管 生长 而 具有 广泛 的 药理 应 用 。 

目前 已 存在 两 种 FGF， 被 称 之 为 酸性 FGF 和 碱 性 FGF， 酸 性 FGF 两 种 相关 的 形式 已 
经 得 到 分 离 。 其 中 一 个 由 140 个 氨基 酸 组 成 ， 另 一 个 是 以 缺 6 个 氨基 端 氨基 酸 残 基 的 较 短 的 
形式 存在 ， 酸 性 FGF 等 电 点 为 5 一 7。 碱 性 FGF 也 是 一 种 单 链 多 肽 ， 由 146 个 氨基 酸 残 基 组 
成 ， 其 等 电 点 为 9. 5。 

酸性 FGF 和 碱 性 FGF 都 能 结合 相同 的 受 体 ， 但 碱 性 FGF 的 结合 作用 更 强 。 重 组 DNA 
技术 使 人 和 和 牛 FGF 的 大 规模 生产 更 为 方便 ， 同 时 促进 了 人 们 对 于 进一步 盖 明 这 些 生 长 因子 
的 活性 机 制 的 研究 ， 对 评估 它们 的 潜在 的 药 用 价值 提供 了 动力 。 两 种 FGF 都 能 与 肝素 结合 ， 
这 使 利用 肝素 亲 和 色 谱 分 离 FGF 变 得 很 方便 。 反 相 的 高 效 液 相 色 谱 用 于 进一步 纯化 酸性 
的 FGF。 
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7.7.5 转化 生长 因子 


几 种 转化 生长 因子 (transforming growth factors, TGF) 的 潜在 药 用 价值 已 经 被 鉴定 ， 
TGF-a 与 EGF 表现 出 相似 的 生物 活性 ， 在 不 同类 型 的 肿瘤 中 出 现 ，TGF-a 在 正常 的 细胞 类 
型 中 也 出 现 ， 如 被 激活 的 巨星 细胞 。 

TGF-g 是 另 一 种 转化 生长 因子 ,其 由 两 个 独立 的 多 肽 链 二 聚 体 组 成 ， 人 们 对 两 种 
TGF-B, 都 已 比较 熟悉 ， 并 将 它们 分 别 命 名 为 TGF-B 和 TGF-B: ， 它 们 在 氨基 酸 序列 上 具有 
较 高 的 相似 性 。 

TGF 具有 不 同 的 生理 活性 ， 大 多 的 TGF 与 不 同 种 类 的 细胞 生长 状态 的 调整 有 关 ， 
TGF-B, 具有 免疫 调节 功能 ， 可 以 抑制 B 细胞 和 本 细胞 的 增殖 。TGF-B, 在 关节 类 患者 的 关 
节 液 中 被 发 现 。 近 来 的 实验 结果 表明 ，TGF-B. 可 以 抑制 关节 炎 的 进程 。 这 些 生 长 因子 成 为 
了 学 术 和 工业 研究 的 目标 。 

X^. 已 有 多 种 生长 因子 被 证 明 与 多 种 瘤 基因 的 多 肽 产物 关系 密切 ， 在 人 的 数 种 肿 
瘤 细 胞 中 已 经 分 离 到 的 几 种 生长 因子 与 FGF 非常 相似 ， 猿 肿瘤 病毒 p28“ 与 PDGF 具有 
较 大 的 同 源 性 ， 而 EGF 与 TGF-a 具有 较 高 的 同 源 性 ， 然 而 ，EGF 受 体 在 某 些 类 型 肿瘤 
的 发 生 过 程 中 也 存在 ， 肿 瘤 基因 cerb B 的 表达 产物 与 EGF 受 体 具 有 相似 的 氨基 酸 
序列 。 


7.8 (mu 


促 甲状 腺 素 ， 又 称 为 甲状 腺 刺激 激素 (thyroid-stimulating hormone，TSH)， 是 由 垂体 
前 叶 释放 的 激素 ，TSH 是 由 a 和 8 两 个 亚 基 组 成 的 二 聚 体 ， 完 整 的 人 TSH 的 分 子 质量 为 
28ku，TSH 的 a 亚 基 与 由 垂体 前 叶 分 泌 的 另 两 个 糖 蛋 白 FSH 和 LH 的 a 亚 基 序 列 具 有 一 致 
性 。B 亚 基 使 TSH 生物 活性 具有 一 定 的 特征 ，a 亚 基 和 8 亚 基 内 部 都 有 几 个 二 硫 键 ， 这 使 
TSH 成 为 硫 含量 最 高 的 蛋白 。 

TSH 从 垂体 前 叶 的 释放 由 两 种 下 丘脑 激素 控制 。 促 甲状 腺 激素 释放 激素 〈thyrotrophin 
releasing hormone, TRH) 是 一 种 三 肽 ， 刺 激 促 甲状 腺 激素 的 释放 ， 这 是 第 一 种 被 分 离 和 
研究 的 调整 促 甲状 腺 素 的 调整 因子 。TRH 可 以 通过 化 学 合成 或 下 丘脑 提取 物 获得 。 已 经 生 
成 的 几 种 TRH 的 类 似 物 具有 不 同 的 效能 水 平 。TRH 能 刺激 催乳 激素 从 垂体 的 释放 ， 它 可 
以 用 于 诊断 下 丘脑 - 科 体 的 机 能 紊乱 。TSH 从 垂体 的 释放 被 另 一 种 下 丘脑 激素 生长 激素 抑 
制 素 ) 所 抑制 。 

促 甲状 腺 激素 在 血液 循环 中 的 增加 刺激 了 甲状 腺 中 碘 的 水 平 的 提高 ， 三 碘 〈Ts) 和 四 
碘 TO 甲状 腺 素 合成 和 释放 的 水 平 也 增加 。 反 之 ，T: 和 T, 在 血液 循环 中 的 增加 也 能 减少 
TSH 和 TRH 的 分 族 。 特 异 结合 甲状 腺 激素 的 受 体 出 现 于 脑 下 垂体 或 下 丘脑 。Ts 和 T, 与 受 
体 的 结合 介 导 了 这 种 抑制 效果 。 

促 甲状 腺 激素 用 于 甲状 腺 机 能 减退 的 诊断 ， 当 前 的 诊断 依赖 于 放射 免疫 测定 血液 循环 中 
促 甲 状 腺 激素 的 水 平 。 
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7.9 促 肾 上 腺 皮质 激素 


促 肾 上 腺 皮质 激素 也 被 称 作 促 皮 激 素 (adrenocorticotrophic hormone，ACTH) ， 它 和 
其 他 几 种 激素 在 垂体 前 叶 中 合成 〈 图 7. 8) 。 该 “生体 前 叶 垂体 后 叶 
激素 由 单条 多 肽 链 组 成 ， 人 类 的 促 肾 上 腺 皮质 
激素 含有 39 个 氨基 酸 ， 分 子 质 量 为 4.5ku。 

ACTH 已 经 从 不 同 的 动物 体内 得 到 纯化 ， 在 不 

同 的 种 属 中 ，ACTH 的 前 24 个 氨基 酸 序列 是 一 

致 的 ， 并 且 保 持 了 完整 的 ACTH 所 具有 的 生物 

学 功能 。 因 此 这 种 合成 的 多 肽 可 以 作为 天 然 

ACTH 的 替代 品 用 于 治疗 。 以 前 ， 人 们 也 从 屠 促 育 上 腺 皮质 激素 

宁 的 动物 的 垂体 中 获得 全 长 的 促 肾上腺 皮质 激 RO 

素 用 于 治疗 目的 。 nn FARRE 
注射 的 促 肾上腺 皮质 激素 在 体内 降解 很 快 。 EORR 

在 血液 内 的 半衰期 仅 为 15min。 当 其 以 ACTH- 凝 图 7.8 脑 下 垂体 分 泌 的 激素 

胶 或 ACTH- 锌 的 形式 肌肉 内 给 药 会 延长 作用 效果 。 因 为 通过 这 种 方式 给 药 会 降低 促 肾上腺 

皮质 激素 向 循环 系统 内 释放 的 速率 。 

ATCH 能 够 促进 肾上腺 皮质 的 生长 ， 促 进 肾 上 腺 皮质 激素 的 合成 和 释放 。 它 通过 增加 
胆固醇 到 孕 烯 醇 酮 的 转化 比率 来 增加 类 固 醇 激素 的 合成 。 这 种 转变 是 促 肾 上 腺 皮质 激素 合成 
的 限 速 步骤 。 

在 医疗 中 应 用 ACTH 可 以 诱导 血液 循环 中 类 固 醇 激素 水 平 的 增加 ， 尤 其 皮质 醉 和 盐 皮 
质 激素 。 提 高 类 固 醇 激素 的 水 平 已 被 证 明 对 于 治疗 生理 功能 豪 乱 有 作用 。 近 年 来 ，ACTH 
的 使 用 已 经 减少 。 更 多 的 医生 倾向 于 对 病人 直接 使 用 类 固 醇 激素 。 

促 肾 上 腺 皮质 激素 从 垂体 的 分 泌 ， 由 下 丘脑 调整 因子 即 促 肾上腺 皮质 激素 释放 因子 
(corticotrophin releasing factor, CRF) 的 刺激 产生 。CRF 是 一 种 含有 41 个 氨基 酸 的 多 肽 ， 


它 也 可 刺激 B 内 啡 肽 从 垂体 的 分 泌 。 


7.10 WAHAR 


泌乳 刺激 素 是 一 种 由 垂体 前 叶 合成 的 单 链 多 肽 激素 。 其 分 子 质量 为 22 一 23ku， 含 有 199 
个 氨基 酸 。 

泌乳 刺激 素 具 有 多 种 生理 功能 。 对 于 人 类 ， 它 是 与 雁 激 素 和 糖 〈 肾 上 腺 ) 皮质 激素 
结合 。 刺 激 乳 腺 组 织 的 生长 和 发 育 ， 促进 乳汁 的 分 泌 ， 当 泌乳 刺激 素 与 乳腺 组 织 膜 受 
体 结合 后 ， 能 立即 增加 细胞 内 编码 乳 蛋 白 ， 如 编码 乳白 蛋白 和 酷 蛋 白 的 mRNA 浓度 增 
加 。 它 同时 对 于 性 腺 的 发 育 也 有 一 定 的 影响 ， 在 卵 集 和 睾丸 上 都 能 检测 到 泌乳 刺激 素 
的 受 体 。 

垂体 分 泌 泌 乳 刺激 素 受到 下 丘脑 因子 的 调控 ， 它 的 分 泌 抑 制 受到 下 丘脑 多 巴 胺 分 泌 的 调 


178 | 蛋白 质 生物 化 学 与 生物 技术 


控 。 诱 导 睡 眠 、 奈 力 、 受 孕 的 因子 都 能 够 诱导 泌乳 刺激 素 的 分 泌 。 有 关于 泌乳 刺激 素 的 精确 
分 子 结构 还 有 待 于 进一步 阐明 。 


7.11 多肽 调控 因子 


本 章 到 目前 为 止 主要 集中 于 多 肽 激素 和 生长 因子 。 人 体 也 生产 一 定 的 多 肽 调控 因子 。 其 
中 许多 都 具有 药 用 价值 或 潜在 的 药 用 价值 (如 表 7. 3) 。 这 些 多 肽 调控 因子 可 直接 从 天 然 来 
源 中 提取 。 巾 于 其 天 然 含 量 极 低 ， 无 法 应 用 于 大 规模 生产 中 。 所 以 ， 大 多 数 的 产品 是 通过 化 
学 合成 的 方法 获得 ( 见 第 2 章 ) 。 化 学 合成 的 方法 也 很 有 利于 生产 具有 可 变 序列 但 同样 具有 
药 用 价值 的 调控 肽 。 


7.11.1 催产 素 和 加 压 素 


垂体 后 叶 充 当 了 两 种 肽 类 激素 〈 即 催产 素 和 加 压 素 ) 的 贮藏 和 分 泌 器 官 。 这 两 种 激素 都 
是 由 9 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 肽 〈 图 ?7.9)。 它 们 由 特殊 的 下 丘脑 细胞 合成 ， 紧 接着 沿 轴 突 途 
径 以 宁 泡 形式 直接 传输 到 垂体 后 叶 。 这 两 种 激素 与 后 叶 激素 运载 蛋白 相关 。 


NH, Gly H Leu H Pro H Cys Has Hen H ne Hy Hos 


Nu, ——[6b HAr H Pro Hos HA Hes Hr Hw Hes] 


(U) 


图 7.9 MPR (a) MER b) 的 氨基 酸 序列 非常 相似 


加 压 素 也 被 称 为 抗 利尿 激素 (antidiuretic hormone，ADH)。 它 是 体内 主要 的 抗 利 
尿 激 素 ， 对 肾 产 生 一 个 直接 作用 加 速水 在 未 端 肾 小 管 的 重 吸 收 。 虽 然 可 以 通过 提纯 垂 
体 腺 获得 加 压 素 ， 但 通常 是 用 化 学 合成 的 方法 来 获得 。 天 然 的 加 压 素 有 两 种 形式 。 氨 
基 酸 序列 仅 在 第 8 位 有 人 区别 。 精 氨 酸 加 压 素 Cargipressin) 在 肽 链 第 8 个 残 基 的 位 置 含 
有 一 个 精 氨 酸 残 基 ， 分 子 质 量 1084u。 这 种 氨基 酸 序列 的 加 压 素 存 在 于 人 、 绵 羊 、 牛 、 
马 和 鸡 的 垂体 ， 作 为 医用 的 也 是 这 种 形式 的 加 压 素 。 赖 氨 酸 加 压 素 ， 分 子 质量 1056u， 
在 其 分 子 的 第 8 个 残 基 的 位 置 含有 一 个 赖 氨 酸 残 基 ， 在 猪 的 垂体 中 发 现 了 这 种 形式 的 
MER. 

循环 水 平 抗 利尿 激素 的 不 足 会 导致 尿 崩 症 的 发 作 ， 这 是 一 种 相对 少见 的 新 陈 代谢 率 
乱 ， 使 正常 的 肾 的 水 重 吸收 能 力 降 低 。 受 此 影响 的 个 体会 持续 感到 口 渴 但 排出 大 量 稀 
释 的 尿 液 。 不 管 是 通过 肠胃 外 注射 还 是 鼻腔 喷雾 ， 用 抗 利尿 激素 可 以 有 效 治 疗 这 种 
症状 。 

Demopressin (1- 脱 氨基 -8D- 精 氨 酸 加 压 素 ) 是 一 种 加 压 素 类 似 物 ， 临 床上 经 常 作 为 加 压 
素 的 替代 品 ， 因 为 它 显示 出 更 强 的 抗 利尿 活 力 和 更 长 的 作用 持续 时 间 。 

催产 素 和 加 压 素 一 样 是 一 个 九 肽 。 它 含有 一 个 链 内 二 硫 键 ， 分 子 质量 1007u。 它 可 以 由 
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化 学 合成 ， 或 者 从 屠宰 的 家 畜 垂 体 腺 中 提纯 。 

催产 素 能 引起 子宫 平滑 肌 的 收缩 。 因 此 临床 上 可 以 用 于 诱导 和 维持 分 娩 时 子宫 的 收缩 。 
它 能 在 不 同 的 黏膜 处 被 吸收 ， 可 以 经 胃 肠 外 注射 或 者 鼻腔 喷雾 。 

Demoxytocin 是 一 种 合成 的 催产 素 类 似 物 ， 在 诱导 分 娩 时 可 作为 天 然 激 素 的 蔡 代 品 ， 因 
为 它 具有 更 强 的 作用 ， 而 且 循环 半衰期 更 长 。 催 产 素 还 可 以 刺激 哺乳 期 乳房 平滑 肌 的 收缩 ， 
促进 乳汁 的 排出 。 因 此 哺乳 时 可 用 来 促进 乳汁 的 释放 。 


7. 11.2 黄体 化 激素 释放 因子 


黄体 化 激素 释放 因子 (luteinising hormone-releasing factor, LH-RF) 是 一 种 由 下 丘脑 
合成 的 十 肽 ， 也 被 称 为 促 性 腺 激素 释放 激素 或 促 黄体 生成 素 释放 素 (图 7. 10)。 由 下 丘脑 分 
WH) LH-RF 直接 被 转运 到 垂体 ， 在 这 里 刺激 黄体 化 激素 (LH) 和 促 卵 泡 成 熟 激素 (FSH) 
的 合成 和 释放 。 


NH, —{Gly}{Pro}-{Arg}{Leu} H6] [79] Ser] E19] [ris] {5-oxoPro] 


图 7.10 黄体 化 激 案 释放 因子 的 氮 基 酸 序列 


下 丘脑 合成 的 调节 因子 量 极 少 ， 因 此 用 下 丘脑 来 源 的 制品 来 满足 临床 上 的 用 量 是 
不 太 实 际 的 。 化 学 合成 的 LH-RF 已 经 用 于 治疗 皮下、 静脉 内 、 鼻 内 ) 人 和 动物 的 
低 生 育 力 或 不 孕 。 它 通过 促进 促 性 腺 激素 的 分 泌 来 增强 正常 的 下 丘脑 -垂体 功能 而 提 
高 受孕 比率 。 它 还 可 以 用 来 诊断 下 丘脑 - 甜 体 -性腺 功能 紊乱 。 这 种 释放 因子 在 临床 上 
还 用 来 治疗 某 种 恶性 肿瘤 和 隐 嘿 病 〈 以 在 正常 的 发 育 过 程 中 举 丸 不 能 下 降 到 阴囊 为 
临床 症状 ) 。 

在 许多 情况 下 LH-RF 的 类 似 物 被 用 于 临床 。 与 天 然 的 释放 因子 相 比 ， 它 们 一 般 都 
具有 更 强 的 功效 或 更 长 的 作用 持续 时 间 。 虽 然 LH-RF 可 以 刺激 FSH 和 LH 的 合成 和 释 
放 ， 但 这 两 种 垂体 促 性 腺 激素 在 血液 中 的 浓度 变化 彼此 并 不 总 是 直接 平行 的 。 选 择 性 
影响 其 中 一 个 或 两 个 的 浓度 的 替代 品 一 定 存在 。 目 前 较 引 人 注意 的 这 样 一 种 替代 品 是 
抑制 素 。 


7.11.3. 生长 激素 抑制 素 


生长 激素 抑制 素 是 一 种 分 子 质量 为 1600u 的 十 四 肽 。 它 主要 由 下 丘脑 产生 ， 但 也 可 以 由 
胰岛 的 o 细胞 和 胃 肠 道 相 关 细 胞 合成 。 生 长 激素 抑制 素 抑制 多 种 垂体 激素 的 释放 ， 最 显著 的 
是 生长 激素 。 它 还 可 以 抑制 胰腺 释放 胰岛 素 和 胰 高 血糖 素 ， 而 且 调节 胃 和 十 二 指 肠 的 分 泌 。 
已 经 发 现 生 长 激素 抑制 素 有 助 于 胃 十 二 指 肠 出 血 病 人 的 治疗 。 它 还 被 用 来 治疗 某 种 激素 分 泌 
性 肿瘤 。 生 长 激素 抑制 素 可 以 从 下 丘脑 中 提纯 ， 但 一 般 用 化 学 合成 的 方法 获得 。 天然 的 分 子 
半衰期 很 短 ， 现 在 已 经 获得 几 种 可 延长 作用 持续 时 间 的 类 似 物 ， 包 括 奥 曲 肽 ， 是 一 种 已 被 用 
于 治疗 一 些 类 型 肿瘤 的 八 肽 。 

生长 激素 释放 因子 ， 在 “7. 5 生长 激素 ”一 节 中 已 提 及 ， 临 床上 可 以 用 于 协助 诊断 生长 
激素 缺乏 ， 在 一 些 情况 下 还 可 以 用 于 治疗 以 便 促 进 生 长 激素 的 分 小 。 


180 | 蛋白 质 生物 化 学 与 生物 技术 


7.12 ”进一步 的 阅读 材料 


图 书 


Anonymous (1997) Pharmaceutical Biotechnology. Technomic Publishing. 

Bauer, C.etal. (1993) Erythropoietin. Marcel Dekker, New York. 

Bengtsson, B. (1999) Growth Hormone. Kluwer. Boston. 

Brooks, G. (1998) Biotechnology in Healthcare. Pharmaceutical Press, London. 

Dawson, J. (1994) Pharmaceutical Biotechnolog y. MDIS Publications. 

De Fronzo, R. (1997) Current Therapy of Diabetes Mellitus. Mosby, London. 

Fauser, B. (1997) FSH Action and Intraovarian Regulation. Parthenon Publications, Carnforth. 

Juul, A. (2000) Growth Hormone in Adults. Cambridge University Press. Cambridge. 

Koch, K.et al. (1988) Treatment of Renal Anaemia with Recombinant Human Erythropoietin. Karger, 
Basel. 

Oppenheim, J. (1994) Clinical Applications of Cytokines. Oxford University Press, Oxford. 

Oxender, D. (1999) Novel Therapeutics from Modern Biotechnology. Springer-Verlag. Godalming. 

Pickup, J. (1991) Biotechnology of Insulin Therapy. Blackwell Science, Oxford. 

Stahnke, N. (1992) Mammatian Cell Derived Recombinant Human Growth Hormone. Karger, Basel. 

(1998) Biopharmaceuticals; Biochemistry and Biotechnology. John Wiley & Sons, Chichester. 

&. Murphy. B. (1999) Biopharmaceuticals, an Industrial Perspective. Kluwer, Boston. 


论文 


胰岛 素 


Combettes, S.-M. &.Issad, T. (1998) Molecular basis of insulin action. Diabetes Metab. (Paris) 24, 
477-489. 

Johnson, L S. (1983) Human insulin from recombinant DNA technology. Science 219, 632-637. 

Kroeff, 
performance liquid chromatography. J. Chromatogr. 461, 45-61. 


etal. (1989) Production scale purification of biosynthetic human insulin by reverse-phase high 


Nicol. S. &-Smith L. (1960) Amino acid sequence of human insulin. Nature 187. 483-485. 

Pfeiffer, A. (2000) Current perspectives of biotechnological replacement of insulin secreting cells. 
Exp. Clin. Endocrinol. Diabetes 108 (8). 494-497. 

Pharmacia (1983) The large scale purification of insulin by gel filtration chromatography. Pharmacia Fine 
Chemicals. 

Orci + L, etal. (1988) The insulin factory. Sci. Am. 259, 50-61. 

Ruttenberg, J. (1972) Human insulin; facile synthesis by modification of porcine insulin. Science 177, 623- 
626. 

Schulingkamp, R. etal. (2000) Insulin receptors and insulin action in the brain: review and clinical implica- 
tions. Neurosci. Biobehav. Rev. 24 (8), 855-872. 

Vajo. Z.& Duckworth, W. (2000) Genetically engineered insulin analogues: 
millenium. Pharm. Rev. 52 (1), 1-9. 

Whitehead, J et al. (2000) Signalling through the insulin receptor. Curr. Opin. Cell Biol. 12 (2), 


222-228. 


diabetes in the new 


第 7 章 激素 和 生长 因子 在 医疗 中 的 应 用 | 184 


促 性 腺 激素 

Boland, M. P. et.al. (1991) Alternative gonadotrophins for superovulation in cattle. Theriogenology 35, 
5-17. 

Chappel, S.et al. (1988) Bovine FSH produced by recombinant DNA technology. Theriogenology 
29, 2135. 

Closset, J. & Hennen, G. (1978) Porcine follitropin, isolation and characterization of the native hormone 
and its a and b subunits. Eur. J. Biochemi. 86, 105-113. 

DeJong , F. (1988) Inhibin. Physiol. Rev. 68, 555-595. 

Hayden, C.et al. (1999) Recombinant gonadotrophins. Br. J. Obstet. Gynaecol. 106 (3), 188-196. 

Kafi, M. & McGowan, M. (1997) Factors associated with variation in the superovulatory response of 
cattle. Anim. Reprod. Sci. 48, 137-157. 

Lindsell, C. eral. (1986) Variability in FSH; LH ratios among batches of commercially available gonadotro- 
phins. Theriogenology 25, 167. 

Looney, C. et al. (1988) Superovulation of donor cows with bovine folliclestimulating hormone (bFSH) 
produced by recombinant DNA technology. Theriogenology 29, 271. 

Moore, W. & Ward, D. (1980) Pregnant mare serum gonadotrophin. J. Biol. Chem. 258, 6923-6929. 

Prevost, R. & Pharm, D. (1998) Recombinant folicle stimulating hormone; new biotechnology for infertil 
ity. Pharmacotherapy 18, (5), 1001-1010, 


生长 激素 与 生长 因子 


Furman, T. etal. (1987) Recombinant human insulin-like growth factor || expressed in E. coli. Bio/ Tech 
nology $, 1047-1056. 

Hull, K. & Harvey, S. (2000) Growth hormone roles in male reproduction. Endocrine 13 (3), 243-250. 

Hull, K. & Harvey, S (2001) Growth hormone; roles in female reproduction. J. Endocrinol. 168 (1), 1-23, 

Juskevich, J. & Guyer, C. (1990) Bovine growth hormone; human food safety evaluation. Science 149, 875 
884. 

Kallen, K.etal. (2000) New perspectives on the design of cytokines and growth factors. Trends Biotechnol. 
18 (11), 455-461. 

Kopchick, J. 8 Andry, J. (2000) Growth hormone (GH), GH receptor. and signal transduction. 
Mol. Genet. Metab. 71 (1-2), 293-314. 

Koveker, G. (2000) Growth factors in clinical practice. Int. J. of clin. Pract. $4 (9), 590-593. 

Kurokawa, T. etal. (1987) Cloning and expression of cDNA encoding human basic fibroblast growth fac- 
tor. FEBS Lett. 213, 189-194. 

LeRoith, D. (1997) Insulin like growth factors. N Engl. J. Med. 336 (9), 633-639. 

Olson ，K. etal. (1981) Purified human growth hormone from E. coli is biologically active. Nature 293, 408 
411. 

Robinson, C. (1990) Polypeptide growth factors-a growth area for biotechnology. Trends Biotechnol. 8, 
59-60. 

teaDijike, P. & Iwata, K. (1989) Growth factors for wound healing. Bio/Techmology 7, 793-798. 

Thomas. K. & Gimenez-Gallego, G. (1986) Fibroblast growth factors; broad spectrum mitogens with potent 
angiogenic activity. Trends Biochem. Sci. 11, 81-84. 

Vos, P. etal. (1998) Insulin like growth factor-I; clinical studies. Drugs Today 34 (1), 79-90. 


Walsh, G. (1995) Nervious excitement over neurotrophic factors . Biotechnology 13, 1167-1171. 


促 红细胞 生成 素 
Lee-Huang. S. (1984) Cloning and expression of human erythropoietin cDNA in E. coli. Proc. Nat 


182 | 蛋白 质 生物 化 学 与 生物 技术 


Acad. Sci. USA 81. 2708-2712. 

Sasaki, R. etal. (2000) Erythropoietin: multiple physiological functions and regulation of biosynthesis. Bio- 
sc. Biotechnol. Biochem. 64 (9), 1775-1793. 

Tilbrook, P. & Klinken, S. (1999) Erythropoietin and the erythropoietin receptor. Growth Factors 17 (1), 
25-35. 


( 许 凌 峰 译 XX 校 ) 


第 8 章 
FRE. 白介素 和 其 他 调节 因子 


8.1 调节 因子 一 一 细胞 因子 和 激素 


多 年 来 ， 对 科学 家 而 言 激素 代表 着 最 主要 的 一 类 生物 调节 因子 。 作 为 一 类 调节 因子 ， 激 
素 都 具备 一 定 的 特征 ， 它们 是 由 无 管 ( 内 分 泌 ) 腺 合成 的 微量 生物 分 子 ; 它们 通过 血液 循环 
系统 被 转送 到 远离 生成 位 点 的 靶 组 织 ; 它们 通过 结合 靶 组 织 的 特异 性 细胞 表面 受 体 〈 比 如 类 
半 醇 类 激素 的 受 体位 于 细胞 浆 ) 诱导 产生 特定 的 调节 效应 。 激 素 按 结构 可 以 分 为 三 类 : 多 
肽 、 氨 基 化 合 物 和 类 固 醇 。 

20 世纪 下 半 叶 ， 研 究 者 又 发 现 了 许多 新 的 调节 因子 ， 但 是 它们 的 特征 并 不 符合 激素 的 
经 典 定义 。 其 中 的 许多 成 员 被 命名 为 “细胞 因子 ”一 一 一 个 最 早起 源 于 20 世纪 70 年 代 的 称 
谓 。 起 初 , “细胞 因子 ” 专 指 能 够 促进 免疫 系统 细胞 的 增殖 、 活 化 和 调控 的 一 类 调节 因子 。 
它 代 表 了 主要 由 白细胞 合成 并 作用 于 其 他 白细胞 的 一 类 调节 因子 。 与 经 典 的 激素 不 同 的 是 ， 
细胞 因子 无 一 例外 都 是 多 肽 类 分 子 ， 并 且 都 由 非 分 泌 腺 体 细胞 所 产生 。 另 外 ， 细 胞 因子 最 初 
被 发 现 是 以 旁 分 泌 - 自 分 泌 ( 与 内 分 泌 相 反 ) 的 形式 发 挥 作用 【〈 旁 分 泌 因 子 的 靶 细 胞 与 该 细 
胞 因子 的 合成 细胞 紧密 相 邻 ， 自 分 泌 因 子 的 合成 细胞 与 靶 细 胞 是 同一 个 或 同一 类 细胞 ) 。 

随后 的 研究 和 发 现 进一步 地 模糊 了 细胞 因子 的 概念 和 细胞 因子 与 多 肽 激素 之 间 的 区 别 。 
细胞 因子 具有 非常 复杂 的 生物 学 性 状 : 可 以 由 不 止 一 种 细胞 合成 ， 并 可 以 作用 于 多 种 疲 细 
胞 ， 可 以 促使 靶 细 胞 产生 广泛 和 复杂 的 效应 。 再 者 ， 现 在 已 经 研究 清楚 : 许多 细胞 因子 既 能 
以 内 分 泌 也 能 以 旁 分 小- 自分 泌 形 式 发 挥 功能 ， 而 一 些 激素 只 具有 旁 分 泌 活 性 。 

主要 的 多 肽 类 细胞 因子 包括 白介素 CIL-1—1L-19), 干扰 素 (IFN-a、IFN-B、IFN-Y、IFN- 
w、IFN-r)， 集 落 刺 激 因子 (G-CSF，M-CSF，GM-CSF)， 肿 瘤 坏 死因 子 (TNF-a、TNF-8)， 
神经 营养 因子 (NGF、BDNF、NT-3、NT-4/5)， 睫 状 神 经 营养 因子 (CNTF)， 睫 状 细胞 衍生 
神经 营养 因子 (GDNF)， 表 皮 生 长 因子 〈EGF) ， 促 红细胞 生成 素 (EPO)， 成 纤维 细胞 生长 因 
F (FGF)， 白 血 病 抑制 因子 (LIF)， 巨星 细 胞 炎症 蛋白 MIP-1a、MIP-18、MIP-2)， 血 小 板 
衍生 生长 因子 (PDGF)， 转 化 生长 因子 (TGF-a、TGF-8)， 血 小 板 生成 素 (TPO). 

G-CSF， 粒 细胞 集落 刺激 因子 ; M-CSF, 巨星 细胞 集落 刺激 因子 ; GM-CSF， 粒 细胞 - 
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巨 哈 细胞 集落 刺激 因子 ; NGF， 神 经 生长 因子 ; BDNF， 脑 衍生 神经 营养 因子 ; NT， 神经 
营养 因子 。 经 许可 ,文献 来 自 : Biopharmaceuticals, Biochemistry and Biotechnology (John 
Wiley & Sons, Chister, 1998). 

其 中 部 分 〈 例 如 : 红细胞 生成 素 、 多 肽 生长 因子 ) 已 经 在 第 7 章 中 讨论 过 ， 本 章 主 要 集 
中 讨论 迄今 已 发 现 的 具有 实际 治疗 价值 的 一 些 细胞 因子 ， 分 别 是 干扰 素 、 白 介 素 、 肿 瘤 坏死 
因子 和 集落 刺激 因子 。 


8.2 FHER 


干扰 素 interferon, IFN) 于 1957 年 首次 被 发 现 ， 也 是 最 早 被 发 现 和 研究 的 细胞 因子 。 
现 已 证 明 所 有 将 椎 动物 都 产生 多 种 干扰 素 。 这 些 蛋 白质 通常 具有 种 属 特异 性 并 且 大 多 数 哺乳 
动物 至 少 产生 3 种 干扰 素 : a FRR CENSO. p FRE (IFN-B) My FRR IFN-Y)。 
人 类 能 产生 16 种 a 干扰 素 , 但 仅 产 生 1 种 B 干 扰 素 和 1 种 y TRE. 

IFN-a 和 IFN-B 都 耐酸 并 且 能 结合 相同 的 细胞 表面 受 体 。 因此， 这 些 干扰 素 都 被 命名 为 
[ 型 干扰 素 。IFN-Y 不 耐酸 并 且 只 能 结合 特定 的 受 体 分 于 ， 这 类 干扰 素 被 命名 为 型 干扰 
素 。 近 年 来 ， 又 发 现 了 两 类 新 干扰 素 : o TRK (IFN-o) 和 + 干扰 素 CIN), AMF I 
型 干扰 素 。 表 8. 1 和 表 8.2 列 出 了 干扰 素 的 生物 学 概要 。 


表 8.1 传统 的 人 类 干扰 素 以 及 它们 被 首次 分 离 的 细胞 来 源 


IFN-as 至少 存在 16 种 亚 型 ) 白细胞 干扰 素 、 成 淋巴 细胞 干扰 索 白细胞 或 成 淋巴 细胞 
IFN-B 成 纤维 细胞 干扰 素 成 纤维 细胞 
IFN-y fes TK 活化 的 工 杀 巴 细胞 


表 8.2 干扰 素 的 生物 学 特征 


一 一 一 ——— 


EER A HE TB ES 


单 核 细胞 | 。 抑制 多 种 细胞 的 增殖 ， 
Emme | NO LOS MHC 抗原 的 表达 

B 166 20 * 成 纤维 细胞 | ”与 IFN-a 类 似 
上 皮 细胞 

Y 143 40—70 是 工 淋巴 细胞 | 。 调节 免疫 与 类 性 反应 的 各 阶段 ; 抗 病毒 活性 和 搞 
自然 杀伤 | 增殖 活性 较 弱 
细胞 

" 172 | æ% 是 白细胞 为 主 | ”与 其 他 工 型 干扰 素 相似 

T 172 19 * 滋养 层 细胞 | 。 怀孕 早期 维持 黄体 + 

xí A 具有 其 他 工 型 干扰 素 的 主要 生物 学 特性 


注 ，IFN-r 的 数据 源 自 反刍 动物 IFN， 其 他 IFN 的 数据 源 自 人 类 IFN. 
MHC: 主要 组 织 相 容 性 复合 物 。 


8.2.1 a FRE 


a FRE (IFN-a) 最 初 从 白细胞 、 成 淋巴 细胞 中 分 离 获得 ， 因此 又 称 为 白细胞 干扰 素 、 
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成 淋巴 细胞 干扰 素 。 目 前 已 知 至 少 存在 16 种 人 类 IFN-as。 尽 管 它们 具有 高 度 的 序列 同 源 
性 ， 但 它们 的 一 级 结构 却 不 同 ， 并 且 这 些 分 子 都 由 一 类 相关 基因 家 族 所 编码 。 大 多 数 人 类 
IFN-as 分 子 是 由 165—166 个 氨基 酸 残 基 构 成 的 单 链 多 肽 ， 富 含 亮 氨 酸 、 谷 氨 酸 和 谷 氨 酰 
Wes 等 电 点 在 5. 5 一 6. 5 之 间 。 大 部 分 IFN-as 没有 糖 链 ， 但 少 部 分 IFN-as 却 是 糖 蛋白 ， 并 
且 糖 基 化 程度 不 等 ， 因 此 ， 这 些 IFN-a 的 分 子 质量 处 在 16ku 到 26ku 之 间 ， 甚 至 超过 26ku。 
另外 ， 通 过 酶 学 或 者 化 学 的 方法 将 糖 链 去 除 之 后 ， 对 IFN-as 的 生物 活性 几乎 没有 影响 。 

所 有 IFN-as 亚 类 的 表达 水 平 都 很 低 ， 并 且 它 们 具有 类 似 的 物理 化 学 特性 ， 因 此 早先 纯 
化 天 然 的 单一 IFN-as 的 努力 大 多 都 告 失败 。20 世纪 70 年 代 末 期 和 80 年 代 早期 ， 研 究 人 员 
通过 采用 了 包括 免疫 亲 和 层 析 在 内 的 多 种 高 分 辩 力 的 层 析 技 术 对 少数 IFN-as 进行 了 纯化 并 
获得 了 比较 高 的 纯度 。 除 此 之 外 ， 研 究 人 员 还 采用 了 等 电 聚焦 和 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙烯 酰 
胺 凝 胶 电 泳 (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electropharesis, SDS-PAGE) 等 方 
法 进行 纯化 。IFN-as 必须 和 细胞 表面 特异 的 受 体 结合 才能 发 挥 其 抗 病毒 、 抗 增殖 、 抗 炎症 
反应 和 调节 免疫 的 功能 。 目 前 已 经 分 离 并 克隆 了 两 种 IFN-as 受 体 。 其 中 IFN-aB 受 体 似 乎 
只 结合 一 种 IFN-a ( 称 作 IFN-aB R IFN-a8)， 而 IFN-a/B 受 体 则 能 够 调节 所 有 I 型 干扰 素 
的 生物 活性 。 这 些 受 体 几乎 分 布 在 各 种 细胞 的 表面 ， 数 量 较 少 ， 但 和 配 体 的 亲和力 很 高 。 

T 型 干扰 素 和 IFN-a/B 受 体 结合 后 能 够 激活 两 种 胞 浆 蛋 白 酪 氨 酸 激酶 :TYK-2 M JAK- 
1。 这 两 种 激酶 再 依次 磷酸 化 (并 激活 ) 3 种 胞 浆 蛋 白 一 一 STAT (signal transducers and 
activators of transcription)， 活 化 的 STAT 分 子 与 另 一 种 胞 浆 蛋 白 (p48) 相 作 用 形成 复合 
体 ， 该 复合 体 移行 进入 细胞 核 后 再 与 IFN 敏感 基因 的 上 游 调 控 元 件 一 一 干扰 素 刺 激 反应 元 
件 (interferon-stimulated response elements, ISRE) 作用 ,因此 JAK-STAT 途径 主要 是 通 
过 诱导 产生 特定 的 细胞 产物 达到 调控 I 型 干扰 素 的 生物 学 功能 〈 图 8. 1)。 型 干扰 素 还 能 


IFN-y 
DIEN. 一 


LAE Es ES 
ooo oo x 
SS 
(a) (5) 


图 8.1 [2 IEN (a) 和 [型 IFN (b) 诱发 信号 传导 的 机 制 
IFN 与 相关 受 体 结合 后 导致 受 体形 成 二 聚 体 ， 随 后 激活 JAK-STAT 信号 传导 途径 。 详 细 过 程 请 参考 正文 
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启动 不 依赖 JAK-STAT 的 其 他 信号 传导 途径 来 诱导 其 他 的 生物 反应 。 例 如 ，IFN-as 还 可 以 
活化 磷脂 酶 C、 释 放 二 酯 酰 甘 油 和 花生 四 烯 酸 . 


8.2.2 BRE 


人 B FRR (IFN-B) 也 称 为 成 纤维 细胞 干扰 素 ， 因 为 它 最 初 是 从 接触 了 病毒 颗粒 或 者 
多 聚 核 苷 酸 的 成 纤维 细胞 中 分 离 到 的 。 目 前 主要 应 用 重组 DNA 技术 生成 。 人 IFN-8 是 第 一 
个 被 纯化 的 干扰 素 分 子 。 该 分 子 是 一 个 由 166 个 氨基 酸 构成 的 糖 蛋白 ， 分 子 质量 约 20ku， 
等 电 点 PD 约 为 8， 并 含有 一 个 分 子 内 二 硫 键 。IFN-B 的 编码 基因 在 人 类 基因 组 中 只 有 一 
个 拷贝 ， 其 编码 产物 与 IFN-as 的 氨基 酸 序列 具有 30% 的 同 源 性 。 研 究 人 员 采 用 多 种 层 析 技 
术 相 结合 的 方法 纯化 到 了 天 然 的 IFN-B， 并 采用 染料 亲 和 层 析 (blue sepharose) 开发 了 一 步 
纯化 的 方法 。IFN-B 与 工 型 干扰 素 受 体 结合 之 后 可 以 诱导 产生 与 其 他 工 型 干扰 素 成 员 类 似 的 
生物 学 效应 CRUEL 8. D. 


823 y TEX 


YERE (IFN-Y)， 常 称 为 免疫 干扰 素 ， 主 要 由 T 淋巴 细胞 和 自然 杀伤 细胞 natural 
killer, NK) 产生 。 人 IFN-y 分 子 是 一 种 由 143 个 氨基 酸 构成 的 单 链 糖 蛋白 。 由 于 糖 基 化 
(该 分 子 含有 两 个 糖 基 化 位 点 ) 程度 的 不 同 ， 其 分 子 质量 浮动 在 15 一 25ku 范围 之 间 。 如 前 
所 述 ，IFN-Y 在 物理 化 学 特性 以 及 生物 学 特性 上 与 工 型 干扰 素 具 有 显著 差异 。 它 几乎 参与 调 
控 免 疫 反应 和 炎症 反应 的 各 个 方面 ,包括 B 淋巴 细胞 、T 淋巴 细胞 、 巨 喧 细 胞 和 NK 细胞 
的 分 化 和 活化 等 。 除 此 之 外 ， 它 还 能 影响 内 皮 细胞 和 成 纤维 细胞 等 非 白 细胞 的 生长 和 活化 。 
与 1 型 干扰 素 不 同 的 是 ，IFN-Y 抗 病毒 和 抗 增殖 的 活性 最 弱 ， 但 当 此 抗 病毒 和 抗 增殖 的 活性 
由 工 型 干扰 素 诱 导 产 生 ，IFN-7 的 抗 病毒 和 抗 增殖 活性 也 相应 增强 。 

有 生物 活性 的 IFN-Y 分 子 是 一 个 同 源 二 聚 体 ， 巾 两 个 IFN-7 单 体 通过 非 共 价 键 以 反 向 
平行 的 方式 连接 构成 。 每 个 单 体 都 有 6 个 主要 a 螺旋 区 域 ， 而 不 含有 8B 折合 结构 。IFN-Y 的 
受 体 却 广泛 地 分 布 于 多 数 白细胞 以 及 内 皮 细 胞 和 上 皮 细胞 的 表面 ， 因 此 IFN-Y 具有 上 述 广 
泛 的 生物 学 活性 也 就 不 足 为 奇 。 红 细胞 没有 IFN-Y 的 受 体 。 作 为 配 体 ，IFN-Y 二 聚 体 结合 其 
受 体 后 导致 受 体 分 子 二 聚 化 从 而 激活 JAK-STAT 信号 传导 途径 CLIE 8. 1) 。 


8. 2.4 a 干扰 素 的 生产 和 医疗 应 用 


直到 20 世纪 70 年 代 ， 临 床 使 用 的 干扰 素 主要 源 自 捐献 血液 中 的 白细胞 。 然 而 这 种 白 细 
胞 干扰 素 含 有 多 种 相关 的 a FRE (IFN-a) 分 子 。 但 是 在 这 种 IFN 提取 物 中 仅 含 有 约 1% 
的 纯 IFN-a， 因 此 需要 提供 大 量 的 捐献 血液 才能 满足 生产 的 需求 。 因 此 ， 尽 管 当时 人 们 都 非 
常 看 好 IFN-a 潜在 的 临床 应 用 价值 但 是 这 种 细胞 因子 的 匮乏 导致 其 被 广泛 使 用 的 前 景 变 
得 非常 渺茫 。 

20 世纪 70 年 代 后 期 ， 研 究 人 员 通 过 培养 哺乳 动物 细胞 ( 非 重组 技术 ) 首次 生产 获得 大 
量 IFN-a。 应 用 最 多 的 就 是 一 种 称 之 为 Namalwa 细胞 的 人 成 淋巴 细胞 系 。 仙台 病毒 可 以 诱 
导 Namalwa 细胞 产生 可 观 的 白细胞 Ca) 干扰 素 。Namalwa 白细胞 干扰 素 的 工业 化 生产 采 
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AAA MISE, AULT GA 8000L， 经 过 下 游 技术 的 后 续 处 理 可 以 生产 出 包括 至 少 8 种 
IFN-a 分 子 的 较 纯 产 品 。 

目前 主要 通过 重组 DNA 技术 进行 单一 IFNras 的 大 规模 生产 。 这 些 方法 多 数 从 20 世纪 
80 年 代 发 展 起 来 。 多 种 重组 人 IFN-as 已 经 采用 大 肠 杆菌 、 酵 母 工程 菌 和 猴 细 胞 、CHO 细 
胞 等 真 核 细胞 生产 。 

已 获 批准 应 用 于 临床 的 部 分 重组 人 IFN-as (rhIFN-as) 包括 Roferon A、Alferon A 和 
Infergen 等 ( 表 8. 3),， 适 用 于 部 分 病毒 病 ( 辟 如 乙 型 肝炎 、 丙 型 肝炎 和 尖锐 湿疣 以 及 一 
些 癌症 〈 璧 如 多 毛细 胞 白血病 、 肾 细胞 癌 、 卡 波 西 肉 瘤 和 非 霍 奇 金 淋 巴 瘤 ) 的 治疗 。Infer- 
gen (已 被 美国 和 欧盟 于 20 世纪 90 年 代 末期 批准 应 用 于 丙 型 肝炎 的 治疗 ) 不 是 天 然 存在 的 
分 子 ， 而 是 通过 重组 DNA 技术 用 大 肠 杆 菌 生产 的 合成 IFN-a， 分 子 中 每 一 个 氨基 酸 都 是 几 
种 天 然 亚 型 IFN-a 分 子 的 对 应 位 置 的 最 常见 氨基 酸 。 与 其 他 几 种 已 获 批准 的 几 种 IFN-as 制 
剂 相 比 ， 这 种 重组 IFN-a 产品 具有 更 高 的 抗 病毒 、 抗 增殖 和 活化 NK 细胞 的 活性 。 


R83 目前 已 获 批准 应 用 于 临床 的 干扰 素 制 剂 


多 毛细 胞 白血病 ,尖锐 湿疣 
多 毛细 胞 白血病 


thIFNe-2b 


Intron A 


Roferon A rhIFNe-2a 

Alferon N rhIFNe-n3 RB e 
Infergen rIFN-a 再 型 肝炎 
Betaferon rhIFNB-1b 多 发 性 硬化 
Betasteron rhIFNP-lb 多 发 性 硬化 


多 发 性 硬化 
Rebif rhlFNB-la 多 发 性 硬化 
Actimmune rhIFNy-1b. 慢性 肉芽 肿 


注 每 一 种 商品 仅 列 出 了 经 批准 的 原始 适应 证 ， 其 他 适应 证 也 随后 被 核准 。 


多 种 层 析 技术 已 经 应 用 到 不 同 IFN-a 制剂 的 生产 工艺 之 中 。 亲 和 层 析 采 用 了 包括 抗 干 
扰 素 单 克隆 抗体 在 内 的 多 种 固 相配 体 进行 纯化 ， 璧 如 : 植物 血 凝 素 、 反 应 染料 、 伴 刀 豆 蛋白 
ARE 其 他 技术 如 离子 交换 ， 凝 胶 层 析 、 金 属 整合 层 析 和 高 效 液 相 色 谱 等 也 已 经 成 
为 生产 高 纯度 干扰 素 的 得 力 手段 。 另 外 ， 一 些 敏感 与 便捷 的 免疫 分 析 技术 的 应 用 也 使 得 TEN 
制剂 的 快速 纯化 变 得 更 加 容易 ， 而 早先 的 分 析 方 法 是 检测 干扰 素 在 细胞 培养 物 中 的 抗 病毒 活 
性 ， 费 时 费力 。 


Avonex rhIFNB-1a 


8.2.5 B 干 扰 素 的 生产 和 医疗 应 用 


rhIFN B-la 是 一 种 由 CHO 细胞 系 生产 的 重组 人 B 干 扰 素 〈IFN-B)。 已 有 两 种 产品 
(Avonex 和 Rebif) 获准 上 市 ( 表 8. 3)。 这 些 重组 产品 的 氨基 酸 序列 与 天 然 的 IFN-B 相同 ， 
并 且 糖 基 化 。rhIFN g-lb (Betaferon 和 Betasteron， 表 8.3) 则 由 大 肠 杆菌 工程 菌 生产 获 
得 。 虽 然 缺乏 糖 基 化 但 并 不 影响 其 医用 效果 。 除 了 缺乏 糖 基 化 以 外 ，IFN B-1b 与 天 然 的 
IFN-8 区 别 是 在 第 17 位 的 半 胱 氨 酸 替换 为 丝氨酸 。 这 种 基因 工程 产品 在 保留 了 天 然 IFN-B 
的 活性 同时 还 增加 了 稳定 性 。 

已 经 证 明 rhIFN Bla, rhIFN g-lb 对 多 发 性 硬化 (multiple sclerosis, MS) 有 疗效 。 
MS 是 一 种 神经 元 外 围 丹 这 受 损 的 神经 性 疾病 ， 推 测 遗 传 因素 和 病毒 感染 可 能 与 其 有 关 ， 但 
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是 发 病 的 最 终 原因 仍 未 确定 。 目 前 该 病 缺 乏 有 效 的 治疗 ， 而 欧洲 每 年 新 增 确诊 病例 超过 
10000 人 ， 并 且 多 数 患者 坎 患 此 病 时 都 未 满 30 周岁 。 

现在 多 数 观点 认为 MS 是 一 种 由 于 免疫 系统 细胞 移行 到 脑 部 受 损 位 置 的 免疫 介 导 疾病 ， 
随后 产生 的 炎症 可 能 导致 了 神经 元 的 损伤 。IFN-B 很 可 能 通过 对 此 炎症 产生 反应 从 而 发 挥 其 
治疗 作用 ， 因 为 已 知 IFN-B 可 以 抑制 诸如 IFN-y 和 肿瘤 坏死 因子 等 前 炎 性 分 子 的 释放 。 


8.2.6 Y 和 干扰 素 的 生产 和 医疗 应 用 


Y FRR (IFN-Y) 之 所 以 极 具 临床 价值 在 于 它 的 核心 作用 就 是 能 够 促进 机 体 的 免疫 反 
应 和 炎症 反应 。Actimmune 是 由 大 肠 杆菌 工程 菌 生产 获得 的 重组 rhIFN-Y 的 商品 名 。 已 获 
批准 用 于 慢性 肉芽 肿 病 (chronic granulomatous disease, CGD) 的 治疗 。CGD 是 一 种 遗传 
病 ， 周 期 性 发 作 并 常 导 致 致命 感染 。 这 种 免疫 缺陷 会 抑制 巨 噬 细 胞 内 还 原型 烟 酰胺 腺 味 叭 二 
HIEN (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) 氧化 系统 的 激活 ， 进 而 抑 
制 了 巨 噬 细胞 产生 用 以 清除 微生物 的 各 种 氧化 反应 底 物 。 

临床 试验 表明 ， 使 用 IFN-y 能 降低 CGD 患者 感染 致命 性 疾病 的 概率 高 达 50% DLE. X 
种 细胞 因子 似乎 能 够 最 大 量 增加 效应 细胞 〈 巨 叭 细胞 ) 的 氧化 反应 底 物 含量 。IFN-Y 的 另 一 
种 治疗 效果 就 是 它 能 够 刺激 机 体 产生 广泛 的 免疫 反应 。 


8.2.7 o FRE 


o TAX (IFN-w) 是 最 新 发 现 的 一 种 I 型 干扰 素 。 这 种 细胞 因子 的 氨基 酸 序列 与 IFN-as 
具有 60% 的 同 源 性 ， 这 种 172 个 氨基 酸 的 细胞 因子 似乎 在 所 有 的 哺乳 动物 细胞 中 都 有 表达 。 
M IFN-g 一样， 人 IEN-o 也 是 由 单 基因 编码 的 ， 并 含有 一 个 单一 N- 糖 基 化 位 点 〈 天 门 酰胺 
78) 。 而 部 分 哺乳 动物 的 IFN-w 则 由 多 个 不 同 的 〈 尽 管 紧密 相关 ) 基因 编码 。 

ME. WAA IFN-w CrhlEN-o) 已 经 采用 CHO 和 其 他 细胞 系 进行 规模 化 生产 。 和 
IFN-as 一 样 ，IFN-w 分 子 内 也 含有 两 个 二 硫 键 ， 分 别 由 1 一 99 和 29 一 139 的 4 个 半 胱 氨 酸 
构成 。IFN-w 能 够 结合 [型 IFN:a/B 受 体 ， 并 且 可 以 诱导 产生 与 其 他 工 型 干扰 素 同样 的 生物 
学 反应 。 尽 管 IFN-w 具有 一 定 的 临床 应 用 前 景 ， 但 和 IFN-as 相 比 ，IFN-w 在 有 效 性 和 安全 
性 上 并 没有 明显 的 优越 性 ， 因 此 近期 还 难以 实现 商品 化 。 


8.2.8 t: FRE 


ERE (IFN-r) 是 一 种 新 型 型 干扰 素 ， 并且 是 工 型 干扰 素 中 与 IFN-w 联系 最 紧密 
的 一 种 。 它 仅 出 现在 绵羊 和 和 牛 等 反刍 动 物 中 ， 至 少 包含 3 一 4 个 编码 基因 。 与 其 他 家 族 中 成 
员 不 同 的 是 ，IFN-r (过 去 称 作 滋养 素 ) 又 是 一 种 激素 前 体 ， 由 孕 体 (胚胎 及 其 相关 膜 ) 在 
怀孕 早期 产生 ， 具 有 抑制 黄体 溶解 功能 〈 例 如 防止 黄体 误 退 ， 而 黄体 的 存在 是 维持 怀孕 的 必 
要 条 件 ， 见 第 7 章 )。 由 于 IEN- 抑制 黄体 溶解 的 失败 是 导致 母 牛 流产 的 主要 原因 ， 因 此 
IFN-r 也 将 继续 成 为 动物 科学 领域 研究 的 焦点 。 

除了 具有 生殖 活性 以 外 ，IFN-r RIT T 型 干扰 素 抗 病毒 、 抗 增殖 和 免疫 调节 的 活性 。 
Aii IFN 却 并 不 是 典型 的 了 型 干扰 素 ， 因 为 一 方面 它 不 具备 病毒 感染 诱导 活性 ， 另 一 方 
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面 它 也 没有 典型 的 种 属 特异 性 。 从 应 用 的 角度 而 言 ，IFN-r 最 突出 的 特点 就 在 于 它 无 毒 ， 即 
使 高 浓度 下 使 用 也 很 安全 。 因 此 IFN-r 极 具 临床 应 用 价值 ， 但 目前 还 处 于 临床 实验 阶段 。 


8.3 A 介 


素 


白介素 代表 了 另 一 类 细胞 因子 家 族 。 研究 人 员 已 对 至 少 19 种 白介素 进行 过 深入 的 研究 ， 
主要 生物 学 特性 见 表 8.4。 所 有 白介素 都 是 多 肽 类 调节 因子 ， 它 们 通过 结合 敏感 细胞 的 表面 
受 体 从 而 发 挥 其 生物 学 活性 。 部 分 白介素 是 糖 基 化 蛋白 , 但 是 将 几 种 糖 基 化 白介素 例如 
IL-2 和 1L-3) 的 糖 链 去 除 之 后 对 其 生物 学 活性 却 没有 显著 的 影响 。 白 介 素 还 具备 普通 细胞 
因子 所 人 缺乏 的 其 他 特性 。 多 数 白介素 可 以 由 不 同类 型 的 细胞 合成 ， 并 且 显示 出 多 效 性 〈 例 如 
促进 多 种 、 独 特 的 但 通常 无 关 的 生物 学 效应 ) 。 尽 管 如 此 ， 白 介 素 主要 还 是 由 免疫 系统 的 细 
胞 产生 ， 并 且 主 要 负责 调控 免疫 。 另 外， 白介素 具有 功能 元 余 性 例如 几 种 白介素 可 以 独立 
地 促进 机 体 产生 一 些 相似 的 或 者 相同 的 效应 ) 。 尽 管 有 少数 白介素 具有 内 分 泌 活性 ， 但 大 多 
数 白介素 是 通过 旁 分 小- 自分 泌 的 方式 发 挥 功能 。 


表 8.4 人 白介素 的 分 子 质量 、 来 源 和 主要 生物 学 活性 概要 


IL-1a 


成 纤维 细胞 , 巨 路 细胞 、 淋 巴 细胞 .NK 细 
胞 ,血管 内 皮 细 胞 


活化 了 细胞 .内皮 细胞 和 单 核 细 胞 ;促进 抗 
体 的 合成 ,诱导 成 纤维 细胞 的 增殖 


1-18 


成 纤维 细胞 ,平滑肌 细胞 .角质 形成 细胞 


促进 急性 期 蛋白 质 合成 


IL-2 


工 淋巴 细胞 


促进 细胞 .B 细胞 、 淋 巴 细胞 、NK 细胞 、 
单 核 细胞 .巨星 细胞 和 少 突 神经 胶 质 细胞 的 
生长 和 分 化 


IL-3 14~30 活化 了 细胞 .肥大 细胞 、 哮 酸性 粒 细胞 造血 生长 因子 
IL-4 15~19 工 细胞 .肥大 细胞 工 细胞 .B 细 胞 的 生长 和 分 化 :促进 IgE 的 
合成 
IL-5 45( 同 源 肥大 细胞 、T 细胞 、 嗜 酸性 粒 细胞 嗜 酸性 粒 细 胞 的 分 化 
Im 
IL-6 26 了 细胞 .B ee ee EAR Wi Bm. T 细胞 功能 .造血 和 急性 期 
角质 形成 细胞 .内 皮 细胞 反应 
IL-7 0 一 28 上 骨髓 细胞 、 脾 细胞 ,胸腺 基质 细胞 促进 幼稚 型 B 细胞 幼稚 型 T 细胞 和 成 熟 
型 下 细胞 的 增殖 和 分 化 
IL-8 6~8 多 种 细胞 类 型 , 单 核 细胞 .淋巴 细胞 、 肝 细 前 炎症 细胞 因子 ,中 性 粒 细胞 趋 化 籍 附和 
胞 .角质 形成 细胞 .成 纤维 细胞 内皮 细 胞 等 | 激活 因子 
1L-9 32~39 活化 的 淋巴 细胞 ,成 纤维 细胞 、 肝 细胞 增强 细胞 和 肥大 细胞 的 增殖 
IL-10 35-40 it THE A 刺激 B 细胞 增殖 .胸腺 细胞 和 肥大 细胞 : 刺 
激 B 细 胞 生产 IgA 
IL-l 23 经 IL-1 激活 的 成 纤维 细胞 造血 生长 因子 


IL-12 


B AUR A SO A 


| 协同 刺激 淋巴 细胞 的 增殖 、 增 强 NK 细胞 
活性 ,诱导 工 细胞 和 NK 细胞 生产 IFN-Y 


IL-13 


活化 的 工 细胞 


促进 B 细 胞 的 增殖 ,抑制 前 炎症 细胞 因子 
的 生产 


TL-14 


工 淋 巴 细胞 


增强 活化 B 细胞 的 增殖 ,抑制 免疫 球 蛋 白 
的 合成 


IL-15 


fer ee 
脏 、 心 脏 


与 IL-12 类 似 
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目前 ， 已 有 一 些 白介素 CMM IL-2、IL-3) 制剂 投入 临床 应 用 ， 同 时 还 有 一 些 白介素 正 
进行 临床 评估 CR 8. 5) 。 
表 8.5 目前 已 获 批准 应 用 于 临床 或 者 已 进入 临床 试验 的 部 分 白介素 制剂 


已 获 批准 (1992) 
已 获 批准 (1997) 
试验 阶段 
试验 阶段 
试验 阶段 


GELLEL] 
用 于 预防 因 化 疗 引起 的 血小板 减少 症 
肿瘤 ,风湿 性 关节 炎 

血液 病 ,肿瘤 
肿瘤 ,传染 病 


rhIL-2(Proleukin) 
rhIL-11(Neumega) 
rhlL-4 
rhlL-6 
rhlL-12 


83.1 白介素 2 


白介素 2 〈IL-2) 可 以 说 是 最 具 代表 性 的 白介素 ， 又 称 为 T 细胞 生长 因子 ， 是 一 种 单 链 
糖 基 化 多 肽 ， 分 子 质量 在 15 一 20ku 之 间 。 该 分 子 包含 133 个 氨基 酸 残 基 ， 包 含 四 个 主要 的 
和 两 个 次 要 的 a 螺旋 区 域 并 按 反 向 平行 的 方式 排列 ， 从 而 使 其 亲 水 区 能 够 直接 朝向 周围 富 水 
的 环境 。 对 IL-2 分 子 晶体 结构 的 分 析 也 证 实 了 该 分 子 缺乏 任何 B 构 像 序列 。IL-2 含有 一 个 
链 内 二 硫 键 ， 连 接 58 位 和 105 位 的 半 胱 氨 酸 ， 这 种 结构 系 维持 生物 活性 所 必需 。IL-2 的 等 
电 点 在 6. 5 一 6. 8 之 间 。 人 IL-2 的 编码 基因 由 4 个 外 显 子 和 3 个 内 含 子 构成 。 

IL-2 在 正常 的 免疫 机 能 中 发 挥 关键 的 作用 ， 参 与 调节 先天 性 免疫 和 获得 性 免疫 的 许多 
方面 ( 见 信 息 框 S. 1) 。IL-2 由 受 某 种 抗原 或 者 有 丝 分 裂 原 活化 的 淋巴 细胞 合成 和 分 泌 。 
随后 进一步 刺激 活化 细胞 和 B 细胞 的 生长 和 分 化 。 另 外 ，IL-2 还 能 加 强 NK 细胞 、 单 核 
细胞 以 及 巨 噬 细胞 的 活性 。 当 与 抗原 相 结 合 ，IL-2 就 成 为 具有 诱导 某 种 抗原 特异 性 免疫 反 
应 的 初级 效应 分 子 ， 这 与 MacFarlane-Burnet 克隆 选择 学 说 的 观点 相符 。MacFarlane-Burnet 
准确 地 预测 并 指出 ， 正 常 的 机 体内 存在 大 量 的 淋巴 细胞 ， 每 一 个 细胞 都 能 特异 地 识别 机 体 可 
能 遇 到 的 某 种 抗原 ， 而 这 种 与 特定 淋巴 细胞 相对 应 的 抗原 可 以 诱导 特定 淋巴 细胞 产生 大 量 的 
克隆 ， 进 而 使 免疫 系统 启动 针对 这 种 抗原 的 快速 和 特异 的 免疫 反应 。 当 相同 的 抗原 再 次 进入 
机 体 ， 某 些 抗原 物质 再 次 被 巨 只 细胞 吞 哈 。 随 后 ， 这 些 细胞 将 这 些 抗 原 物 质 的 片段 递 皇 到 细 
胞 表面 ， 这 也 正 是 “抗原 递 星 细胞 ”的 由 来 。 少 量 的 循环 T 细胞 通过 特殊 的 细胞 表面 受 体 
识别 并 结合 递 皇 在 细胞 表面 的 抗原 片段 。 这 种 抗原 特异 细胞 通过 克隆 选择 获得 大 量 的 增殖 ， 
而 其 他 没有 识别 抗原 的 细胞 将 保持 在 静止 状态 。 而 这 种 T 细胞 的 生长 和 分 化 不 仅 依 赖 于 搞 
原 的 存在 ， 还 需要 IL-1， 而 1L-1 由 活化 的 巨 叭 细胞 产生 。 活 化 的 辅助 性 T 细胞 可 以 产生 刺 
激 工 细胞 进一步 分 化 的 IL-2。 在 与 抗原 和 IL-6 同时 作用 之 下 ，IL-2 还 能 协同 刺激 B 淋巴 细 
胞 的 增殖 〈 能 产生 与 外 源 基 团 选择 性 结合 的 抗体 )。 活 化 的 B 细胞 和 T 细胞 都 表达 IL-2 受 
体 ， 而 静止 期 的 淋巴 细胞 通常 没有 IL-2 受 体 。 


T 
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与 多 数 淋巴 细胞 不 同 的 是 NK 细胞 可 以 持续 地 表达 IL-2 受 体 。 当 IL-2 与 受 体 结合 将 会 
诱导 NK 细胞 的 增殖 。 另 外 IL-2 还 能 刺激 NK 细胞 产生 和 分 泌 大 量 、 多 样 的 细胞 因子 ， 包 
括 肿瘤 坏死 因子 、IFN-y 和 集落 刺激 因子 。 这 些 细胞 因子 又 能 进一步 增强 机 体 产生 全 面 的 免 
疫 学 反应 。NK 细胞 大 约 占 循环 淋巴 细胞 数量 的 10%， 在 抗 肿瘤 和 抗 病 毒 感染 的 免疫 反应 中 
发 挥 重要 作用 (信息 框 8. 2) 。 


研究 者 对 IL-2 受 体 进行 了 深入 的 研究 。 研 究 表明 这 种 高 度 亲 和 的 受 体 由 3 种 不 同 的 跨 
膜 多 肽 链 构成 ， 相 互 之 间 以 非 共 价 键 结合 〈 图 8. 2)。 较 小 的 受 体 亚 基 (a HE) 的 分 子 质量 为 
55ku， 由 3 个 片段 组 成 : 一 个 较 大 的 细胞 外 IL-2 结合 结构 域 、 一 个 跨 膜 结 构 域 和 一 个 由 13 
种 氨基 酸 构成 的 细胞 内 结构 域 。 较 大 的 IL-2 受 体 亚 基 (8 ED 的 分 子 质量 为 75ku， 也 是 由 


192 | 蛋白 质 生物 化 学 与 生物 技术 


a Bors Yow 胞 外 结构 域 、 跨 膜 结构 域 和 胞 内 结构 域 3 部 
p55 分 构成 。 但 不 同 的 是 ， 此 亚 基 的 胞 内 结构 域 
d | 比较 大 ， 由 286 个 氨基 酸 构成 ， 是 受 体 分 子 
细胞 外 结合 IL-2 之 后 启动 细胞 内 反应 的 功能 域 。 受 
细胞 内 体 的 第 三 种 亚 基 (yY 链 ) 分 子 质量 64ku， 是 
一 种 糖 基 化 跨 膜 蛋白 。 此 亚 基 虽 然 与 IL-2 没 
人 有 直接 作用 ， 但 在 信号 传导 的 过 程 中 是 必需 
的 。 Hob, y 多 肽 也 是 IL-4, IL-7, IL-9, 

11-13 ft IL-15 受 体 的 组 成 成 分 。 
尽管 酪 氨 酸 激酶 活性 可 能 在 IL-2 的 信号 传导 的 过 程 中 具有 重要 作用 ， 但 信号 传导 如 何 
得 以 完成 的 确切 机 制 还 未 阐明。IL-2 分 子 含有 两 个 受 体 结合 位 点 ， 一 个 位 点 可 以 识别 并 结 
合 受 体 的 a 亚 基 ， 另 一 个 位 点 结合 B 亚 基 ， 如 图 8. 2。 不 同 的 研究 结果 都 表明 IL-2 与 两 种 受 
体 亚 基 结 合 后 ， 在 亲 和 性 和 动力 学 上 都 存在 巨大 的 差异 。IL-2 与 a WE (55ku) 相 结合 时 
的 结合 - 解 离 常数 和 扩散 常数 非常 接近 ， 而 与 此 相反 的 是 ，IL-2 与 B 亚 基 (p75) 结合 时 则 具 
有 较 高 的 亲 和 性 和 较 低 的 结合 - 解 离 比 值 。 这 两 种 结合 特性 相 组 合 造就 了 IL-2 受 体 的 高 亲 

和 性 。 


8.3.2 白介素 2 的 生产 和 医疗 用 途 


活化 的 辅助 性 了 细胞 可 以 分 小 少量 的 白介素 2(IL-2)， 几 种 肿瘤 细胞 系 〔 辟 如 Jurkat 
白血病 细胞 系 ) 的 产量 较 高 一 些 。 这 些 细 胞 生产 的 IL-2 主要 应 用 于 早期 的 研究 ， 远 不 能 满 
足 临床 大 量 应 用 的 需求 。 重 组 DNA 技术 的 应 用 使 得 IL-2 无 限量 的 大 规模 生产 变 的 不 再 困 
难 。 天 然 的 人 IL-2 基因 和 cDNA 都 可 以 用 于 重组 蛋白 的 生产 。 并 且 这 些 重组 蛋白 展现 出 与 
RAR IL-2 相同 的 一 些 生物 学 活性 。 尽 管 天 然 的 IL-2 通常 是 糖 基 化 的 ， 然 而 大 多 数 商 品 化 的 
重组 蛋白 都 是 用 大 肠 杆菌 生产 的 ， 缺 乏 糖 基 链 ， 但 这 似乎 对 重组 产品 的 生物 学 活性 并 没有 不 
利 的 影响 。 

IL-2 应 用 于 一 些 肿瘤 的 治疗 已 有 较 长 时 间 ( 表 8. 5)。 目 前 ,更 多 的 临床 试验 也 已 启动 ， 
目的 在 于 评价 IL-2 用 于 -- 些 包括 艾滋 病 在 内 的 感染 性 疾病 治疗 的 潜在 价值 。11-2 之 所 以 可 
以 用 于 这 些 病 症 的 治疗 ， 原 因 在 于 它 不 仅 能 增强 B 细胞 和 T 细胞 反应 ， 还 能 够 动员 NK n 
胞 。20 世纪 80 年 代 的 动物 实验 发 现 ， 当 将 NK 细胞 从 体内 分 离 出 来 后 经 IL-2 活化 处 理 ， 然 
后 再 同一 定量 的 IL-2 一 起 输 回 体内 竟 可 以 使 肺癌 消退 ! 

由 于 11.-2 在 活化 的 下 淋巴 细胞 和 B 淋巴 细胞 的 克隆 扩 增 过程 中 发 挥 关键 的 作用 ， 因 此 
它 也 有 成 为 免疫 优 剂 的 可 能 。 许 多 常规 佐 剂 会 刺激 机 体 产生 一 系列 无 法 解释 的 副作用 ， 因 此 
难以 适用 于 人 类 ， 更 令 人 遗憾 的 是 ， 这 些 佐 剂 通常 是 最 有 效 的 。 优 剂 主要 通过 促进 巨 噬 细 胞 
活化 从 而 达到 加 强 免疫 的 效果 。 活 化 的 巨 哈 细 胞 释放 IL-1， 它 又 可 以 再 次 诱导 巨 噬 细胞 产 
生 一 系列 其 他 种 类 的 细胞 因子 ， 首 先是 IL-2。 随 后 ，1IL-2 再 激发 产生 一 系列 免疫 学 反应 。 
因此 这 种 直接 调控 IL-2 的 策略 有 可 能 成 为 估 剂 开发 的 一 种 新 途径 。 

对 IL-2 分 子 和 其 作用 模式 的 理解 使 得 研究 者 可 以 从 理论 上 操纵 IL-2 介 导 的 免疫 反应 。 
比如 这 些 理论 已 经 促进 产生 了 许多 独创 性 的 方法 ， 而 这 些 方法 已 在 临床 上 应 用 于 诱导 选择 性 
的 免疫 抑制 。 这 种 治疗 手段 对 同 种 异体 移植 物 的 存活 或 者 自身 免疫 病 的 治疗 都 具有 重要 的 意 
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义 。 同 种 异体 移植 物 ， 是 指 由 供 体 移植 到 受 体 的 器 官 或 组 织 ， 由 于 携带 外 源 抗原 所 以 能 被 受 
体 识 别 为 非 自身 ， 而 受 体 则 会 启动 免疫 反应 从 而 导致 免疫 排斥 发 生 。 迄 今 为 止 ， 阻 止 免疫 排 
斥 最 常用 的 方法 就 是 采用 药物 (MMR MARR) 诱导 受 体 产生 广泛 性 的 免疫 抑 
制 。 这 些 药物 的 功能 就 在 于 抑制 IL-2 的 产生 。 

选择 性 的 免疫 抑制 可 以 通过 多 种 方式 诱导 产生 。IL-2 受 体 只 表达 在 活化 的 B 淋巴 细胞 
和 工 淋 巴 细胞 表面 ， 因 此 可 以 采用 11.-2- 毒 素 结 合 的 方式 导致 活化 淋巴 细胞 被 选择 性 地 破 
坏 。 除 此 之 外 ， 单 克隆 抗体 与 1L-2 受 体 特异 性 地 结合 并 不 激发 细胞 内 反应 的 特性 也 可 以 作 
为 一 种 选择 方案 。 上 述 单 克隆 抗体 可 以 阻 断 IL-2 的 结合 并 且 由 此 阻 断 了 IL-2 介 导 的 活化 白 
细胞 的 增殖 效应 。 可 溶性 的 IL-2 受 体 已 经 获得 生产 ， 将 其 注射 给 药 能 够 限制 或 阻止 正常 IL-2 
的 功能 ， 因 为 它们 可 以 与 IL-2 受 体 竞 争 结合 IL-2。 其 他 用 来 增强 临床 免疫 抑制 的 策略 还 包 
括 开发 IL-2 的 类 似 物 ， 该 类 似 物 能 够 结合 IL-2 受 体 但 又 不 能 激发 细胞 产生 相应 的 反应 。 选 
择 性 的 免疫 增强 作用 当然 也 可 以 通过 外 源 的 IL-2 诱导 产生 。 由 于 IL-2 类 似 物 表现 出 较 强 的 
免疫 刺激 作用 ， 因 此 它 也 具有 较 高 的 开发 应 用 潜力 。 


8.3.3 白介素 11 


人 白介素 11 (IL-11) 是 一 分 子 质量 为 23ku 的 多 肽 分 子 ， 主 要 由 成 纤维 细胞 和 骨髓 干 
细胞 产生 。 它 是 一 种 刺激 血小板 形成 的 造血 生长 因子 (图 8.3)。 人 IL-11 的 cDNA 编码 序 
列 于 1991 年 首次 分 离 得 到 ， 并 由 此 推断 出 它 的 氨基 酸 序列 。IL-11 的 三 级 结构 分 别 由 4 个 
螺旋 和 24 BARA M, AR IL-11 的 cDNA 已 经 在 很 多 重组 表达 系统 中 获得 表达 。 


[TT 
干细胞 在 不 同 组 合 的 细胞 因子 的 影响 之 下 发 生 分 化 ， 从 而 形成 红细胞 、 白 细 
胞 或 血小板 。 此 过 程 即 造血 作用 。 在 此 简要 叙述 血小板 形成 的 过 程 。 原 始 下 
suu] un RRR NRTA, RNR EA 
L6 AHRUENUN. REER (AMO 随后 进入 血液 循环 ， 一 种 细胞 因子 
E cep 的 组 合 物 可 以 刺激 血小板 的 产生 。 白 介 素 和 GM-CSF 似乎 可 以 依次 促进 早 
TO 期 细胞 的 分 化 ,而 TPO 则 主要 促进 血小板 产生 的 后 期 阶段 。 典 型 的 细胞 因 
Er 子 宛 余 可 能 导致 这 些 调节 因子 在 血小板 产生 的 前 后 过 程 中 表现 出 活性 重合 
注 ，IL， 白 介 素 ; GM-CSM， 粒 细胞 - 巨 叭 细胞 集落 刺激 因子 ! TPO， 血 小 
"TT. WORKS CFU, SHH AGER, BEU, KRW RID 
图 8.3 骨髓 干细胞 分 化 成 为 血小板 示意 图 
由 大 肠 杆 菌 工程 菌 生产 的 重组 人 IL-11 (rhIL-11) 目前 已 经 获准 用 于 治疗 和 预防 化 疗 诱 
导 产生 的 血小板 减少 症 ， 该 病 以 血小板 数量 低 为 明显 特征 。 化 疗 常 能 引起 血小板 减少 症 是 由 


于 干细胞 对 化 疗 药物 相对 敏感 的 缘故 。 在 IL-11 获准 应 用 于 该 病 的 治疗 之 前 ， 唯 一 的 治疗 手 
段 就 是 直接 移植 血小板 ， 但 这 通常 具有 一 定 的 输液 感染 风险 。 


8.3.4 白介素 1 


多 种 细胞 可 以 产生 白介素 1 (IL-1， 表 8.4)， 尤 以 巨 噬 细 胞 和 单 核 细 胞 等 吞 叭 细胞 为 
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主 。 实 际 上 存在 两 种 IL-ls. IL-la 和 IL-18。 尽 管 这 两 种 IL-1 由 两 种 截然 不 同 的 基因 所 编 
码 ， 并 且 只 具有 有 限 的 同 源 性 ， 但 是 它们 却 可 以 结合 相同 的 受 体 并 引发 相同 的 生物 学 反应 。 
JIL-la 和 IL-1B 最 初 都 以 分 子 质 量 为 31ku 的 前 体形 式 合成 ， 这 些 前 体 经 过 蛋白 酶 裂解 后 产生 
分 子 质量 为 17. Sku 的 活性 分 子 。IL-lea 的 等 电 点 在 5. 5 左右 ， 而 11-18 的 等 电 点 则 接近 7.0。 

目前 已 经 发 现 两 种 I- 受 体 ， 分 别 是 工 型 IL-1 SAMY AIL 受 体 。 其 中 工 型 受 体 主 
要 分 布 在 TT 细胞 和 成 纤维 细胞 的 表面 。 卫 型 受 体 则 主要 分 布 在 B 淋 巴 细胞 上 。 IL-la 和 IL- 
18 都 能 结合 这 两 种 受 体 。 

IL-1 具有 广泛 的 生物 学 活性 ， 主 要 包括 : 促进 胸腺 细胞 、 成 纤维 细胞 、 造 血细胞 、 淋 
巴 细胞 的 增殖 ; 促进 创伤 愈合 ; 对 部 分 肿瘤 细胞 系 具 有 抗 肿瘤 效应 ; 促进 炎症 ; 诱导 肝脏 急 
性 期 蛋白 质 的 合成 ;刺激 滑 膜 细胞 释放 前 列 腺 素 和 胶原 酶 ， 刺 激 选 定 细胞 释放 其 他 细胞 因 
F: 诱导 发 热 反 应 ; 诱导 睡眠 。 因 此 IL-1 又 被 称 为 细胞 因子 激活 因子 、 淋 巴 细胞 激活 因子 、 
工 细 胞 置换 因子 和 内 源 性 热 原 质 。 

IL-1 促进 活化 淋巴 细胞 释放 IL-2， 而 IL-1 的 多 种 生物 学 活性 又 一 定 程度 上 受 IL-2 的 
调节 。 另 外 ，11.-1 还 参与 一 些 疾病 过 程 ， 比 如 可 以 从 关节 炎 病 人 的 滑 液 中 分 离 到 IL-1。 

1L-1 制剂 最 初 从 巨 鸣 细 胞 上 清 液 中 分 离 获得 ， 再 通过 细菌 脂 多 糖 Clipopoly saccharide, 
LPS) 孵育 激活 。 尽 管 可 以 采用 这 种 方法 获取 少量 IL-1， 但 要 如 此 进行 大 规模 提取 并 不 

用 大 肠 杆菌 克 隆 、 表 达 IL-1cDNA 已 经 能 够 获得 有 生物 活性 的 IL-1。 尽 管 初步 的 结果 有 
些 令 人 失望 ， 但 用 以 评估 TL-1 除 促进 创伤 愈合 以 外 还 能 治疗 多 种 肿瘤 效果 的 大 规模 临床 试 
验 ， 也 已 在 进行 之 中 。 

另外 ， 可 溶性 的 IL-1 受 体 也 在 细菌 重组 表达 系统 中 获得 表达 。 通 过 注射 给 药 ， 此 IL-1 
可 溶性 受 体能 和 天 然 的 TL-1 受 体 况 争 结合 IL-1， 并 以 此 降低 其 生物 学 效应 。 这 对 诸如 败 血 
性 休克 病人 十 分 有 益 ， 因 为 在 这 种 病症 的 过 程 当中 ，IL-1 不 恰当 和 大 量 地 释放 会 导致 一 系 
列 的 副作用 产生 。 


835 ”白介素 4、 白介素 6 和 白介素 12 


人 白介素 4 IL-4) 是 一 种 129 个 氨基 酸 组 成 的 酸性 糖 蛋 白 ， 具 有 多 种 免疫 调节 活性 。 
它 可 以 激活 B 淋巴 细胞 和 调节 〈 部 分 ) 免疫 球 蛋白 的 合成 。 除 此 之 外 ，11--4 还 可 以 诱导 活 
化 工 淋 巴 细胞 (尤其 是 细胞 毒性 T ARD 和 NK 细胞 。 而 它 对 后 者 的 效应 也 正 是 其 应 用 于 
治疗 癌症 的 理论 基础 〈 信 息 框 8. 2)。IL-4 还 具有 很 强 的 抗 炎症 活性 ， 这 提示 它 具 有 治疗 诸 
如 风湿 性 关节 炎 等 疾病 的 潜在 价值 。 除 了 上 述 特性 以 外 ，IL-4 还 能 调节 造血 作用 ， 用 于 治 
疗 时 可 以 使 血细胞 比 容 《红细胞 在 血液 中 所 占 的 比例 ) 上 升 20%。 

人 类 11-6 是 一 种 由 183 个 氨基 酸 构成 的 分 子 质量 为 26ku 的 糖 基 化 蛋白 ， 由 多 种 细胞 产 
Æ GR 8.4)。 这 种 细胞 因子 在 抵抗 传染 病 和 炎症 过 程 中 发 挥 关键 作用 ， 而 此 炎症 通常 由 协 
同 刺激 工 淋 巴 细胞 以 及 诱导 抗体 分 泌 和 急性 期 蛋白 质 产生 在 清除 病原 菌 时 发 挥 重要 作用 ) 
等 引起 。 有 报道 表明 使 用 11.-6 在 体外 试验 中 可 以 诱导 免疫 介 导 的 抗 肿瘤 效应 ， 并 已 进入 临 
床 试验 。11.-6 还 具有 造血 活性 ， 它 可 以 促进 血小板 显著 的 增加 《增长 20%)， 还 可 以 提高 T 
细胞 和 B 细胞 的 数量 。 同样， 一 些 研究 IL-6 治疗 造血 疾病 的 临床 试验 已 经 启动 。 

人 IL-12 是 一 种 分 子 质 量 为 75 一 80ku 的 异 源 二 聚 体 蛋白 ， 分 别 由 35ku 和 40ku 的 两 个 


第 8 章 干扰 素 、 白 介 素 和 其 他 调节 因子 | 195 


亚 基 组 成 。 异 源 二 聚 体 分 子 的 大 小 由 各 亚 基 的 糖 基 化 程度 所 决定 。IL-12 功能 广泛 ， 一 方面 
它 可 以 促进 NK 细胞 和 T 细胞 的 细胞 溶解 活性 ; 另外， 它 还 能 增强 体液 免疫 和 促进 多 种 诸 
An TNF, IFN-y 等 前 炎症 细胞 因子 的 分 小。 而 IL-12 所 具有 的 广泛 的 免疫 调节 活性 赋予 它 潜 
在 的 临床 价值 。 目 前 研究 人 员 已 经 开展 评估 IL-12 对 感染 性 疾病 和 痛 症 治疗 效果 的 研究 。 


8.4 ”肿瘤 坏死 因子 


肿瘤 坏死 因子 (tumour necrosis factor, TNF) 是 细胞 因子 家 族 中 的 传统 成 员 。 现 已 发 
现 两 种 TNF， 即 TNF-a 和 TNF-B。 尽 管 这 两 种 分 子 能 够 结合 相同 的 受 体 ， 并 且 可 以 诱导 产 
生 广 泛 且 类 似 的 生物 学 反应 ， 但 它们 却 是 两 种 截然 不 同 的 分 子 ， 而 且 同 源 性 低 于 30%。 尽 
管 前 者 最 初 被 命名 为 “肿瘤 坏死 因子 ”， 并 且 仍 被 称 之 为 TNF， 但 TNF-a 的 提 法 更 为 合适 ， 
它 也 称 作恶 液 质 素 。TNF-B 又 称 作 淋巴 毒素 。 表 8. 6 简要 介绍 了 TNF-a 和 TNF-B 的 物理 化 
学 性 质 。 


表 8.6 TNF-a 和 TNF-B 的 物理 化 学 性 质 概况 


氨基 酸 数量 
分 子 质量 /ku 
wat 
二 破 键 
pl 
O 活性 形式 的 人 TNF-a 分 子 是 同 源 三 聚 体 ， 单 体 无 活性 ， 分 子 质量 17. 3ku。 


8.4.1 a 肿瘤 坏死 因子 


a 肿瘤 坏死 因子 (TNF-a) 终于 在 19 世纪 末 由 一 名 为 William Coley 的 美国 外 科 医 生 
偶然 发 现 。 他 注意 到 一 些 瘤 症 患者 在 感染 了 严重 的 细菌 疾病 后 ， 肿 瘤 会 消退 甚至 消失 。 
Coley 因此 考虑 尝试 用 活 菌 来 治疗 他 的 病人 。 然 而 在 当时 尚未 有 抗生素 出 现 ， 这 种 方法 不 
仅 无 法 控制 继 发 感染 ， 还 会 引起 其 他 一 些 严重 的 不 良 后 果 。 这 些 困难 最 后 得 以 解决 是 因 
为 Coley 发 明了 一 种 以 灭 活 细 菌 悬 液 为 成 分 的 疫苗 ， 称 之 为 Coley 毒素 。 一 些 癌症 患者 采 
用 这 种 毒素 治疗 方法 获得 了 成 功 。 但 由 于 治疗 效果 始终 不 稳定 ， 因 此 这 种 疗法 逐渐 被 淘 
KT. 

后 来 人 们 发 现 Coley 毒素 的 活性 成 分 是 一 种 名 为 LPS 的 复合 分 子 。 这 种 分 子 与 革 兰 阴 
性 菌 的 细胞 外 膜 相 关 。 它 由 脂 质 和 多 糖 构成 ， 也 称 为 内 毒素 。 

LPS 自身 没有 抗 肿瘤 活性 。 研 究 者 发 现 注射 过 LPS 的 动物 血清 中 含有 一 种 对 肿瘤 细胞 
有 毒性 的 因子 。 此 因子 由 对 LPS 发 生 反应 的 特定 细胞 所 产生 ， 因 此 称 之 为 肿瘤 坏死 因子 
(坏死 指 细胞 死亡 )。LPS 是 最 有 效 的 TNF-a 刺激 物 。 

TNF-a 由 多 种 类 型 的 细胞 合成 ， 除 了 脑 和 肝脏 细胞 外 ， 尤 以 活化 的 巨 噬 细 胞 、 单 核 细 
胞 、 某 些 T 细胞 和 NK 细胞 为 突出 。 尽 管 LPS 是 最 有 效 的 TNF-a 诱 生 剂 ， 但 其 他 诸如 部 分 
病毒 、 真 菌 和 寄生 虫 等 也 能 刺激 TNF-a 的 合成 与 释放 。 甚 至 ，TNF-a 能 以 自分 洲 的 方式 刺 
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激 其 自身 的 产生 。 

天 然 的 人 TNF-a 分 子 是 一 种 同 源 三 聚 体 ， 由 三 条 相同 的 多 肽 亚 基 紧密 联系 构成 一 个 
= 折 轴 对 称 的 结构 。 这 种 排列 模式 有 些 类 似 部 分 病毒 的 衣 壳 蛋白 亚 基 。TNF-a 的 多 肽 亚 
基 是 非 糖 基 化 的 ， 包 含 157 个 氨基 酸 ; 分 子 质量 为 17. 3ku， 并 包含 一 个 链 内 二 硫 键 。 对 
TNF-a 单 体 品 体 的 X 射线 衍射 研究 结果 显示 ， 此 分 子 皇 拉 长 状 。 序 列 中 的 大 多 数 氨 基 酸 
主要 参与 形成 两 个 8 折 肘 ， 而 每 个 折 蕉 结构 又 包含 5 个 反 向 平行 的 B 链 。 人 TNF-a 首先 以 
一 个 233 个 氨基 酸 前 体 分 子 的 形式 合成 。 将 第 76 位 氨基 酸 和 蛋白 裂 解 位 点 的 信号 肽 去 除 之 
后 ， 就 可 以 释放 出 天 然 的 TNF-a。 另 外 ，TNF-a 还 存在 一 种 分 子 质 量 为 26ku 的 膜 结合 
形式 。 


8.4.2 a 肿瘤 坏死 因子 的 生物 学 效应 


a 肿瘤 坏死 因子 (TNF-a) 通过 结合 易 感 细胞 表面 的 特定 受 体 而 诱导 产生 相应 的 生物 学 
效应 。 目 前 已 经 发 现 了 两 种 TNF-a 受 体 。 受 体 TNF-R55 分 子 质量 为 55ku， 而 受 体 TNF- 
R75 的 分 子 质 量 约 为 ?5ku。 这 两 种 受 体 序列 同 源 性 低 于 25%. TNF-R55 受 体 呈 现在 多 种 细 
胞 表面 ， 而 上 型 受 体 的 分 布 相对 有 限 。 它 们 都 是 跨 膜 糖 蛋 白 ， 都 包含 一 个 胞 外 结合 结构 域 、 

-个 朴 水 结构 域 和 一 个 胞 内 效应 结构 域 。 

TNF-a 诱导 产生 效应 的 确切 分 子 机 制 仍然 有 待 进一步 阐明 。TNF-a 与 受 体 相 结合 导致 
受 体 的 寡 聚 化 ， 通 过 G 蛋白 的 调节 作用 活化 腺 苷 酸 环 化 酶 、 磷 脂 酶 A 和 蛋白 激酶 ， 还 可 以 
激发 其 他 一 系列 事件 。TNF-a 诱导 产生 的 具体 生物 学 效应 可 能 因 细 胞 种 类 的 不 同 而 改变 。 
其 他 因素 ， 比 如 其 他 细胞 因子 的 存在 会 改变 一 些 属于 TNF-a 对 敏感 细胞 的 作用 。TNF-a 的 
主要 生物 学 效应 为 : 激活 多 种 吞 叭 细胞 ; 直接 或 者 间接 促进 炎症 反应 ; 对 多 种 转化 细胞 具有 
细胞 毒性 ;诱导 多 种 其 他 细胞 因子 的 合成 与 释放 ， 包 括 IL-1，IL-6，IL-8 和 集落 刺激 因子 
系统 地 调节 败 血 性 休克 、 恶 病 质 ， 并 可 能 (部 分 ) 调节 多 种 自身 免疫 病 。 

在 正常 情况 下 ，TNF-a 产量 较 低 ， 并 且 以 旁 分 泌 - 自 分 泌 的 方式 调节 其 产量 。 它 在 一 些 
诸如 炎症 和 免疫 反应 等 严重 的 生理 过 程 之 中 扮演 关键 的 角色 。TNF-a 通过 激活 大 量 的 乔 叭 
细胞 从 而 直接 上 调 非 特异 免疫 ; 它 还 能 通过 促进 一 系列 的 细胞 因子 的 合成 和 释放 来 间接 影响 
其 他 免疫 反应 的 元 件 。 它 可 以 直接 地 促进 (例如 活化 中 性 粒 细胞 和 其 他 前 炎症 白细胞 ) 或 间 
接地 促进 (例如 促进 前 炎症 细胞 因子 的 合成 ) 炎症 反应 。TNF-a 这 种 前 炎症 反应 活性 以 及 
其 特别 能 够 刺激 天 然 免疫 和 获得 性 免疫 的 多 种 元 件 的 特性 ， 构 成 了 TNF-a 对 不 同 转化 细胞 
的 细胞 毒 效应 的 分 子 基 础 。 然 而 ， 现 在 看 来 ，TNF-a 诱导 肿瘤 细胞 坏死 的 活性 只 是 这 种 分 
子 相对 次 要 的 生物 学 效应 而 已 。 

不 同 的 病症 〈 例 如 严重 的 微生物 感染 ) 能够 激发 TNF-a 的 过 量 表达 。 在 这 种 情形 之 下 ， 
TNF-a 进入 血液 循环 并 以 类 似 内 分 泌 的 形式 发 挥 功能 。 这 种 系统 整个 机 体 与 局 部 相对 比 ) 
效应 主要 会 对 机 体 健康 产生 负面 的 影响 。 

败 血 性 休克 是 一 种 严重 的 病症 ， 往 往 和 革 兰 阴性 菌 感染 相关 。 这 些 革 兰 阴性 菌 外 膜 上 的 
LPS 分 子 在 败 血 性 休克 的 发 展 过 程 中 发 挥 关键 的 作用 。 如 前 所 述 ，LPS 是 目前 已 知 最 有 效 
的 TNF 诱 生 剂 ， 而 临床 研究 表明 应 用 外 源 TNF-a 诱导 产生 的 症状 和 那些 恩 患 败 血 性 休克 的 
病人 的 症状 相同 。 进 一 步 实 验 表 明 ， 采 用 抗 TNF-a 抗体 进行 预先 治疗 ， 可 以 保护 实验 动物 
免 受 高 剂量 LPS 的 致死 性 攻击 。 
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TNF-a 持续 高 水 平 的 不 正常 表达 有 可 能 发 展 成 恶 病 质 ， 而 这 种 消耗 性 综合 病症 通常 与 
慢性 寄生 虫 病 、 某 些 传染 病 和 癌症 有 关 。 


8.4.3 a 肿瘤 坏死 因子 的 医疗 用 途 


TNF-a 已 经 被 克隆 ， 并 在 大 肠 杆菌 中 获得 表达 。 重 组 TNF 已 经 可 以 大 量 纯化 并 且 具 有 
生物 学 活性 ， 这 使 得 TNF 对 一 些 病症 的 临床 评估 更 加 容易 ， 尤 其 是 对 癌症 的 治疗 实验 。 许 
多 实验 或 单独 采用 TNF-a 或 结合 TNF-y 进行 治疗 ， 但 结果 却 令 人 失望 。 

研究 者 对 rhTNF-a 的 应 用 进行 了 系统 的 实验 。 当 在 正常 的 治疗 剂量 时 ，TNF-a 会 诱导 
产生 广泛 的 令 人 难以 承受 的 副作用 。 然 而 ， 当 高 剂量 的 TNF-a 与 化 疗 相 结合 时 ， 研 究 人 员 
发 现 这 种 方法 对 某 些 影响 肢体 的 瘤 症 有 疗效 。 由 此 ， 研 究 者 通过 外 科 手 术 将 病 肢 从 根部 截取 
下 来 ， 再 用 TNF-a 灌注 处 理 断 肢 。 由 于 不 存在 TNF-a 进入 循环 系统 的 风险 ， 从 而 阻止 了 系 
统 毒 负 效应 的 产生 ， 因 此 这 种 所 谓 的 离 体 断 肢 灌注 技术 使 得 在 局 部 应 用 高 浓度 的 TNF-a 成 
为 可 能 。“Beromun” 是 大 肠 杆菌 生产 的 rhTNF-a 的 商品 名 ， 已 经 应 用 于 上 述 治疗 方法 之 
"PSOE 8.4 概述 了 此 重组 产品 的 生产 过 程 。 


收集 菌 体 RZ MVE DNA 
LERMA RRE 和 部 分 蛋白 
三 层 析 纯化 ORAT 
: ameen |- 一 一 -| ` 
— amen AFERM) 


产品 填 装 [一 一 | RF 


图 8.4 应 用 大 肠 杆菌 工程 菌 生产 rhTNF-a (Beromun) 的 简要 流程 


8.4.4 肿瘤 坏死 因子 


8 肿瘤 坏死 因子 〈TNF-B) 过 去 又 称 为 淋巴 毒素 ， 其 实 比 TNF-a 发 现 的 要 早 ， 但 当时 并 
未 称 之 为 TNF。TNF-B 由 活化 的 人 淋巴 细胞 和 B 淋巴 细胞 产生 ， 是 一 种 171 个 氨基 酸 构成 
的 糖 基 化 蛋白 。 尽 管 TNF-a 和 TNF-B 仅 有 有 限 的 序列 同 源 性 ， 但 它们 能 结合 相同 的 受 体 并 
展现 出 类 似 的 生物 学 活性 。TNF-B 的 cDNA 已 被 克隆 并 在 大 肠 杆 菌 中 获得 表达 。 由 于 能 够 
大 量 生产 ， 因 此 研究 者 可 以 深信、 全面 地 对 TNF-B 的 生物 化 学 性 质 和 临床 价值 进行 研究 。 


8.5 ”集落 刺激 因子 


健康 个 体 的 血清 中 含有 三 种 白细胞 : 淋巴 细胞 ， 粒 细胞 和 单 核 细胞 。 淋 巴 细 胞 又 可 以 分 为 B 
细胞 和 芽 细胞 ， 它 们 的 功能 是 分 别 促进 体液 免疫 和 细胞 免疫 。 粒 细胞 可 以 细 分 为 哮 碱 性 粒 细胞 、 
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中 性 粒 细胞 和 嗜 酸性 粒 细胞 ， 能 够 识别 和 破坏 细菌 和 其 他 一 些 外 源 颗粒 〈 信 息 框 8. 1)， 有 些 细胞 
还 参与 过 敏 反应 。 而 单 核 细胞 除了 吞 哈 并 清除 组 织 碎片 ， 也 能 吞噬 和 清除 一 些 外 源 颗 粒 。 

如 前 所 述 ， 所 有 循环 系统 血细胞 都 由 一 种 细胞 即 骨 髓 造血 干细胞 分 化 产生 。 骨 髓 造血 干 细 
胞 在 多 种 造血 生长 因子 的 刺激 下 发 生 增 殖 和 分 化 ， 并 最 终 形成 各 种 各 样 的 血细胞 《图 8. 5) 。 


造血 干细胞 


中 性 粒 细胞 单 核 细胞 ”淋巴 细胞 ”红细胞 。 ”血小板 哮 酸 性 粒 细胞 哮 碱 性 粒 细胞 /肥大 细胞 
图 8.5 由 造血 干细胞 衍生 而 来 的 不 同 血细胞 


集落 刺激 因子 的 主要 功能 在 于 促进 一 些 由 干细胞 衍生 而 来 的 特定 前 体 细 胞 的 增殖 和 分 
化 ， 最 终 产生 成 熟 的 粒 细胞 和 巨 叭 细胞 。 这 两 类 细胞 在 机 体 抵 抗 各 种 病原 人 侵 的 过 程 中 发 挥 
重要 作用 。 任 何 能 导致 循环 系统 中 这 些 细胞 数量 减少 的 因素 都 会 导致 机 体 对 传染 病 易 感 。 

所 谓 集落 刺激 因子 即 具有 促进 体外 培养 的 各 种 白细胞 生长 形成 团 块 或 者 集落 特性 的 一 类 
细胞 因子 。 目 前 已 经 鉴定 并 研究 了 多 种 CSF CR 8.7)， 包 括 粒 细胞 - 巨 鸣 细 胞 集落 刺激 因子 
(granulocyte-macrophage CSF，GM-CSF)， 粒 细胞 集落 刺激 因子 (granulocyte CSF, G- 
CSF)， 巨 叭 细胞 集落 刺激 因子 (macrophage CSF, M-CSF) 和 多 潜能 集落 刺激 因子 
(multi-CSF), B] IL-3。 
表 8.7 人 集落 刺激 因子 的 种 类 、 来 源 、 分 子 质量 
F 127 个 氨基 酸 , 单 链 精 蛋白 
177 个 氨基 酸 , 单 链 糖 蛋白 
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133 个 氨基 酸 , 单 链 糖 蛋白 


sg i X 
T ARR oS A A E 
SS A CARA 

多 种 细胞 

活化 的 工 细胞 肥大 细胞 、 哮 曙 红细胞 


M- 
Multi-CSFCIL-3). 

不 同 种 类 集落 刺激 因子 之 间 的 氨基 酸 序列 同 源 性 都 很 低 。 所 有 4 种 亚 类 集落 刺激 因子 的 
受 体 都 已 被 发 现 ， 它 们 都 是 包含 结合 配 体 的 胞 外 结构 域 、 跨 膜 片 段 和 胞 内 效应 结构 域 的 跨 膜 
糖 蛋 白 。 尽 管 可 能 存在 其 他 机 制 ， 但 CSP 主要 通过 酷 氨 酸 磷酸 化 进行 信号 传导 。 

GM-CSF 具有 造血 活性 ， 特 别 是 能 够 促进 粒 细胞 和 单 核 细胞 的 增殖 、 分 化 和 活化 。 同 
时 ， 它 也 可 以 作为 了 细胞 、 内 皮 细 胞 和 巨 核 细胞 的 生长 因子 。 而 G-CSF 是 中 性 粒 细胞 以 及 
其 前 体 细胞 的 生长 、 分 化 和 活化 因子 ， 这 些 细胞 在 循环 系统 的 寿命 很 短 (6 一 8h)， 通 常 以 
70000 个 /s 的 速度 更 新 。G-CSF 还 能 促进 内 皮 细 胞 的 生长 。M-CSF 则 可 以 刺激 巨 噬 细 胞 的 
分 化 和 活化 。 

集落 刺激 因子 的 生产 和 医疗 用 途 

重组 DNA 技术 的 出 现 使 CSF 的 大 规模 生产 成 为 现实 。 在 许多 情况 下 ， 翻 译 后 糖 基 化 修 
饰 对 维持 重组 蛋白 的 生物 学 活性 并 没有 必要 。 因 此 用 原核 表达 系统 生产 的 CSF 可 能 直接 运 
用 于 临床 。 重 组 CSF 也 能 够 用 哺乳 动物 细胞 表达 系统 获得 生产 ,这 种 表达 系统 的 优点 是 可 
以 进行 翻译 后 修饰 尤其 是 可 以 糖 基 化 。 

GM-CSF 已 经 在 多 种 重组 表达 系统 中 获得 了 表达 ， 其 中 最 值得 关注 的 是 CHO 表达 系统 
和 酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 表达 系统 。Leukine (sargramostim) 就 是 一 种 用 
酵母 工程 菌 生产 的 重组 蛋白 ， 并 于 1991 年 获得 FDA. (美国 食品 及 药物 管理 局 ) 批准 上 市 。 
它 和 天 然 的 人 GM-CSF 不 同 在 于 糖 基 化 模式 和 包含 一 个 第 23 位 的 亮 氨 酸 。 但 它 具 有 和 天 然 
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细胞 因子 同样 的 体内 生物 活性 。 目 前 Leukine 主要 应 用 于 自体 骨 稀 移植 病人 ， 以 促进 骨髓 细 
胞 (由 骨 骨 衍生 来 》 的 恢复 

Neupogen 是 一 种 重组 G-CSF， 由 大 肠 杆菌 工程 菌 生产 而 来 ， 它 于 1991 年 获准 上 市 ， 
主要 适用 于 治疗 化 疗 引 起 的 嗜 中 性 白细胞 减少 症 ( 嗜 中 性 白血球 减少 症 是 一 种 以 血液 哮 中 性 
白细胞 减少 为 特点 的 病症 ， 导 致 对 传染 病 易 感 ) 。 


8.6 ”细胞 因子 毒性 


许多 与 感染 相关 的 病症 或 者 其 他 一 些 病情 通常 都 会 导致 循环 细胞 因子 水 平 的 上 升 。 食 欲 
下 降 、 疼 痛 、 普 拌和 疲劳 等 流感 病症 都 是 由 于 IFN 和 其 他 细胞 因子 水 平 全 面 上 升 引发 的 结 
果 ， 而 这 些 细胞 因子 的 释放 都 是 免疫 系统 细胞 对 感染 产生 的 反应 。 因 此 并 不 感到 奇怪 的 是 当 
对 病人 进行 多 种 细胞 因子 治疗 研究 时 ， 许 多 上 述 症状 都 能 被 复制 出 来 。 尽 管 较 高 剂量 的 细胞 
因子 制剂 对 人 是 安全 的 ， 但 细胞 因子 的 不 良 反 应 往往 限制 其 无 法 较 高 剂量 的 应 用 。 从 而 进 一 
步 影响 到 这 些 产品 的 治疗 效果 。 表 8. 8 列 出 了 不 同 细胞 因子 相关 的 不 良 反应 。 更 严重 的 不 良 
反应 可 能 是 致命 的 ， 但 在 已 获准 上 市 的 产品 中 相对 少见 。 接 受 重组 细胞 因子 治疗 的 病人 必须 
接受 仔细 的 治疗 观察 ， 一 旦 出 现 比较 严重 的 不 良 反 应 就 应 推迟 或 者 撤销 治疗 。 


表 8.8 因 使 用 特定 细胞 因子 而 产生 的 不 良 反应 


类 似 流感 症状 (肌肉 疼痛 、 发 娆 寒战, 虚弱、 头痛 、 恶 心 ) ,呕吐 、 皮 疙 腹泻、 血管 扩张 .精神 病症 
ARAB 080 .厌食 

PAL LAB EAR BET POE V HR FRA I TE a iE AR CA A Eo EB 
精神 病症 状 ( 精 神 混乱 、 焦 虑 ) 

类 似 流感 症状 .水 肿 、 头 痛 、 恶 心腹 痛 、 心 及 和 肾脏 并 发 症 、 精 神 混乱 

TO Ema IP MG GE 


TNF-a 疼痛 Bb EAR FERE GE iD CR AE 
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第 9 章 
用 于 分 析 的 蛋白 质 


Dit 


9.1 sl 


酶 和 抗体 在 分 析 技术 中 应 用 范围 很 广 ， 尤 其 在 体外 临床 诊断 方面 更 为 突出 。 对 于 正 
常 和 非 正 常 代 谢 认识 的 不 断 深 入 ， 使 得 临床 医生 能 够 把 各 种 生物 分 子 浓 度 的 变化 与 疾 
病状 态 或 即将 发 生 的 疾病 联系 起 来 。 能 够 检测 和 定量 多 种 标志 分 子 的 灵敏 而 又 特异 的 
诊断 分 析 方 法 ， 现 在 得 到 了 广泛 应 用 ， 这 些 诊断 系统 在 很 大 程度 上 帮助 了 医疗 工作 者 
作出 准确 的 诊断 或 对 医学 异常 现象 作出 预 判 ， 这 样 就 能 使 他 们 制定 最 适合 的 治疗 
方案 。 

临床 化 学 是 一 门 学 科 ， 负 责 对 生物 样品 中 存在 的 多 种 标志 物质 进行 检测 、 监 控 和 定 
量 。 在 很 广 范围 内 的 生物 分 子 都 有 很 有 意义 的 潜在 诊断 价值 ， 这 些 物 质 包 括 低 分 子 量 的 
代谢 产物 ， 例 如 尿素 、 葡 萄 糖 、 胆 固 醇 或 省 体 类 激素 。 很 多 高 分 子 基 的 物质 ， 例 如 由 损 
坏 组 织 释放 的 特异 蛋白 质 或 由 于 特定 代谢 紊乱 导致 的 某 种 蛋白 质 浓度 的 变化 ， 也 具有 诊 
断 价值 CR 9. 1) 。 其 他 一 些 诊断 检测 方法 包括 病毒 或 微生物 大 分 子 组 装 的 方法 也 已 发 展 
起 来 了 。 

很 重要 且 需 要 指出 的 一 点 是 ， 在 自然 条 件 下 ， 大 部 分 疾病 状态 是 动态 的 而 不 是 静止 
的 。 很 多 诊断 结果 的 价值 通常 不 仅 与 检测 的 敏感 性 和 特异 性 紧密 相关 ， 而 且 也 与 获得 结 
果 的 速度 相关 。 实 际 上 ， 很 多 疾病 状态 的 发 展 通常 是 通过 在 适当 的 时 间 间 隔 从 病人 采取 
标本 做 重复 试验 来 监控 的 。 

很 多 诊断 系统 现 已 被 设计 成 自动 化 操作 。 在 临床 实验 室 中 使 用 自动 的 多 样品 分 析 仪 增加 
了 诊断 分 析 的 速度 、 效 率 、 生 产量 以 及 经 济 效益 。 通常 血 和 屎 是 分 析 中 最 常 使 用 的 生物 样 
品 ， 尽 管 其 他 人 体 产物 ， 例 如 粪便 、 唾 液 或 汗液 也 会 用 到 。 

出 于 诊断 目的 而 作为 分 析 工 具 的 蛋白 质 包 括 多 种 酶 和 抗体 。 酶 主要 用 于 检测 和 定量 生物 

品 中 的 多 种 医学 上 有 意义 的 代谢 物 。 抗 体 通常 用 于 检测 和 定量 样品 中 的 特异 抗原 。 反 之 ， 
抗原 可 用 于 检测 血清 中 存在 的 特异 抗体 。 使 用 与 艾滋 病 病毒 “HIV) 相关 的 特异 抗原 来 检测 
血 或 血清 中 抗 HIV 抗体 的 存在 就 是 利用 后 一 种 方法 (后 文 详 述 )。 
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表 9.1 一 些 具 有 诊断 意义 的 蛋白 质 和 与 这 些 蛋 白质 浓度 升 高 或 降低 潜在 相关 的 疾病 


nan 血 脑 屏障 损伤 营养 不 良 ; 肝 硬化 ;严重 烧伤 ;炎症 ;肾病 
oy BE 发 炎 ; 恶 性 增生 重症 肝 损伤 ;肾病 综合 征 
中 抗 胰 蛋 白 酶 急性 肝病 ;活动 性 肝 硬化 ; 炎 性 疾病 遗传 缺陷 :慢性 肺病 
o: ERG ET 肾病 综合 征 :口服 如 孕 药 ;糖尿 病 弥散 性 血管 内 雍 集 ;压力 
载 脂 蛋白 Al 动脉 硬化 症 ;Tangier 病 
载 脂 蛋 白 B 动脉 硬化 症 ; 高 脂 血 症 
C 反应 蛋白 炎症 ;肿瘤 ;组 织 损伤 ;活动 期 风湿 性 关节 炎 
血浆 铜 蓝 蛋 白 发 炎 ; 口 服 避 孕 药 Wilson 病 ; 营 养 不 良 
补体 C3 炎 性 疾病 自身 免疫 疾病 ;狼疮 ;慢性 肝炎 ;新 生 儿 呼吸 组 织 损伤 
补体 C4 急性 炎 性 疾病 ;细菌 感染 急性 肾 小 球 炎 (原著 误 作 acute glonerular nephri 
ties 一 一 译 者 注 ) ;慢性 肝炎 ;自身 免疫 疾病 ;狼疮 
结合 珠 蛋 白 RK GLEE T ET DET ET E EAE 
免疫 球 蛋 白 A IgA 骨髓 瘤 ; 肝 硬化 ;慢性 肝病 ;慢性 感染 免疫 缺陷 : 非 IgA TERRE 
免疫 球 蛋 白 G 慢性 感染 ;lgG ERAMI: HEN; E REEE 免疫 缺陷 
证; 脑膜 炎 
免疫 球 蛋 白 M lgM PRAAN FF Rs G PEJT IE 免疫 缺陷 ; 非 IgM FS 
Kappa( 轻 链 ) 副 蛋 白 血 症 ; 本 周 轻 链 疾病 副 蛋 白 血 症 
Lambda( 轻 链 ) 一 蛋白 血 症 ;本 周 轻 链 疾病 副 蛋 白 血 症 
微 白 蛋白 早期 肾病 :糖尿病 ;高 血压 
前 白 蛋 白 营养 不 良 ; 肝 病 ; 急 性 发 炎 
备 解 素 因子 B 自身 免疫 疾病 ;镰刀 细胞 疾病 ;细菌 疾病 
类 风湿 因子 类 风湿 关节 炎 ; 混 合 性 连接 组 织 疾病 ; 病 
毒 和 细菌 性 亲 乱 
转 铁 蛋白 铁 缺乏 :怀孕 ;急性 肝炎 ;口服 避孕 药 RK 


多 种 其 他 可 供 选择 的 技术 也 形成 了 大 量 诊断 测试 的 基础 。 一 些 技术 包括 电泳 、 传 统 的 层 
析 、 高 效 液 相 色谱 (HPLC)、 等 电 聚焦 及 色谱 聚焦 ， 都 应 用 于 常规 现代 临床 化 学 实验 室 。 
最 近 ， 基 于 重组 DNA 技术 的 各 种 诊断 技术 也 进入 临 床 领域 ， 它 可 以 检测 标志 性 的 遗传 异 
常 ， 例 如 一 些 遗 传 泰 乱 的 存在 ， 如 杜 兴 (Duchenne) 肌肉 萎缩 症 或 囊 性 纤维 化 。DNA 检测 
的 特点 是 高 度 的 特异 性 、 敏 感性 和 快速 。 这 些 检测 方法 的 产生 对 实验 室 医学 的 未 来 发 展会 产 
生 深远 的 影响 。 

尽管 大 部 分 酶 和 抗体 的 分 析 应 用 与 临床 诊断 相关 ， 但 也 可 用 于 检测 和 定量 其 他 方面 
的 重要 分 析 物 〈 例 如 食品 工业 和 环境 监控 ) ， 在 这 些 方面 的 应 用 在 这 章 中 也 会 进行 简略 地 


讨论 。 
9.2 用 于 诊断 /分 析 试 剂 的 酶 


多 种 酶 制品 已 用 于 诊断 试剂 多 年 了 ， 酶 可 以 用 来 检测 和 评估 生物 样品 中 存在 的 特异 分 析 
物 的 水 平 。 在 特定 情况 下 ， 酶 可 用 于 催化 除去 样品 中 对 特定 代谢 物 分 析 有 干扰 的 多 种 物质 。 
酶 在 酶 免疫 分 析 Cenzymeimmunoassay, EIA) 系统 中 也 被 广泛 地 用 作 标记 物 。 高 度 的 选择 
性 以 及 催化 效率 使 许多 酶 制品 成 为 理想 的 诊断 试剂 。 

目前 70 多 种 用 于 分 析 目的 的 酶 是 由 商业 公司 制造 的 ， 例 如 Boehringer Mannheim 诊断 
试剂 (已 经 与 Roche 诊断 试剂 合并 ) 和 Genzyme. 其 他 公司 从 这 些 公司 大 批量 地 购买 酶 用 
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于 生产 终端 分 析 试 剂 例 。 全 世界 分 析 酶 的 市 场 已 经 超过 1 亿美 元 ， 而 且 还 在 持续 增长 。 碱 性 
磷酸 酶 和 过 氧化 物 酶 是 产量 最 大 的 两 个 诊断 用 酶 ， 每 一 个 的 市 场 价值 都 超过 2000 万 美元 。 
多 种 标准 决定 了 一 个 酶 是 否 适合 用 于 分 析 ， 这 些 标 准 包括 以 下 几 项 。 

CD 催化 反应 的 特异 性 。 对 于 要 测量 的 分 析 物 酶 必须 显示 高 度 的 底 物 特异 性 。 如 果 要 分 
析 的 样品 中 潜在 着 对 其 他 物质 的 副 反 应 ， 而 且 该 副 反应 能 干扰 诊断 系统 ， 那 么 这 种 副 反应 就 
必须 被 消除 。 

@ 动力 学 特征 。 酶 应 该 具有 合适 的 K。 和 K. 值 ， 不 被 待 分 析 样 品 中 可 能 或 潜在 的 物质 
所 抑制 。 

O 资源 有 效 性 及 费用 。 酶 应 该 能 通过 天 然 或 重组 的 方式 大 批量 制造 。 上 游 及 下 游 的 处 
理 费 用 有 竞争 力 。 

@ pH 和 温度 与 活性 范围 的 关系 ， 在 分 析 状态 下 ， 应 该 具有 显著 的 催化 活性 。 

C) 酶 的 稳定 性 ， 在 特定 的 储存 条 件 下 酶 应 该 能 稳定 几 个 月 ， 在 进行 分 析 的 状态 下 也 应 
该 保持 稳定 。 

用 于 分 析 目 的 的 酶 来 自 于 多 种 植物 、 动 物 、 微 生物 CR 9.2)。 尽 管 一 些 酶 ( 碱 性 磷酸 
酶 和 胆固醇 氧化 酶 ) 现在 能 通过 重组 DNA 技术 大 量 生产 ， 但 是 多 数 仍 通过 自然 来 源 直接 提 
取 生 产 。 尽 管 大 量 的 分 析 用 酶 能 够 在 重组 大 肠 杆 菌 中 与 多 种 真菌 系统 中 表达 ， 但 是 用 于 商业 
生产 的 重组 系统 一 般 包 括 链 苞 菌 和 毕 赤 酵母 菌 。 

多 数 用 于 分 析 目的 的 商业 用 酶 年 需求 量 为 1 一 10kg， 少 数 酶 〈 例 如 葡萄 糖 氧化 酶 ) 能 


表 9.2 直接 或 间接 作为 诊断 试剂 的 酶 以 及 它们 的 来 源 和 应 用 


乙酰 胆 碱 酯 酶 牛 红细胞 分 析 有 机 磷 化 合 物 , 例 如 杀 虫 剂 

乙醇 脱氧 酶 Li] 测定 生物 液体 中 的 乙醇 水 平 

碱 性 磷酸 酶 牛 小 肠 和 晴 ; 重 组 毕 杰 酵母 菌 与 抗体 而 联 , 作为 酶 联 免疫 吸附 分 析 
(ELISA) 系 统 的 指示 剂 

精 氨 酸 酶 牛 肝 测定 血 效 和 尿 液 中 的 L- 精 氨 酸 的 水 平 

抗坏血酸 氧化 酶 LU 测定 抗坏血酸 水 平 ; 排 除 抗坏血酸 干扰 

胆固醇 酯 酶 MF BOB s ABL AYA B CL CREE ID. 测定 血清 胆固醇 水 平 

肌 胺 酸 激酶 免 肌肉 ; 牛 心脏; 猪 心 脏 诊断 心 胜 和 骨骼 功能 障碍 

LLL Et PEE ; Leuconostoc mesenteroids( 明 串珠 菌 属 ) 与 己 糖 激酶 联 用 测定 葡萄 精 和 ATP 

葡萄 糖 氧化 酶 mna 与 过 氧化 物 酶 联合 测定 生物 样品 中 的 葡 
HEN ELISA 系统 的 指示 剂 

谷 氨 酸 脱氧 本 牛 肝 与 尿 案 酶 联 用 测定 血 中 尿 案 拨 的 含量 

甘油 激酶 Candida mycoderma ( 念 球菌 属 ); Ar- | 与 脂肪 柳 联 用 测定 血 中 的 甘油 三 栈 水 平 

throbacter sp.( 节 杆菌 属 》 

甘油 -3- 磷 酸 脱 气 酶 兔 肌肉 测定 血清 甘油 三 酯 

SEM 酵母 测定 体液 中 的 葡 欧 糖 

过 氧化 物 酶 a 在 产生 过 氧化 物 的 反应 中 作为 指示 酶 

磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 凑 化 酶 Ke 测定 体液 中 的 cO. 

RM DE 测定 血 中 尿素 氢 ;ELISA 系统 的 标志 酶 

尿酸 酶 猪 肝 测定 尿酸 

TRH HCE REA DE E RA e BES A BE OOS 


第 9 章 用 于 分 析 的 蛋白 质 205 


以 更 高 的 水 平生 产 〈 每 年 100kg 或 更 高 )。 多 数 用 于 诊断 目的 的 酶 制品 已 经 过 某 种 形式 的 
纯化 。 不 像 用 于 肠胃 外 投药 的 蛋白 制品 ， 诊 断 试剂 不 必 纯 化 得 很 均一 ， 但 是 ,非常 关键 
的 是 要 保证 使 用 的 纯化 程序 能 除去 初 制品 中 可 能 干扰 分 析 或 导致 错误 结果 的 蛋白 质 或 其 
他 分 子 。 

在 检测 具有 诊断 意义 的 多 种 分 子 中 使 用 的 大 部 分 酶 制品 是 以 可 溶 状态 存在 的 ， 但 是 ， 在 
一 些 应 用 中 ， 酶 也 以 固定 化 的 方式 被 利用 ， 这 种 形式 的 实例 将 在 后 面 详 述 。 
9.2.1 终点 法 与 动力 学 方法 的 比较 

用 于 检测 和 定量 特异 分 析 物 使 用 的 酶 通常 使 用 可 能 的 分 析 物 作为 底 物 。 一 旦 共 反 应 物 的 
一 个 或 男 一 个 浓度 发 生变 化 ， 辅 助 因子 或 反应 产物 必须 被 随时 监控 ， 事 实 上 经 常 通过 分 光 光 
度 测定 法 、 荧 光 测 定 法 或 电化 学 测量 法 (在 许多 生物 传感器 中 ) 来 达到 目的 。 当 产生 信号 的 
大 小 与 存在 分 析 物 的 浓度 成 比例 时 ， 即 可 发 展 定量 测试 。 例 如 在 分 光 光 度 测试 中 ,吸收 光 的 
量 通过 比 耳 (Beer) 法 则 与 底 物 浓度 联系 在 一 起 (A= ecl, A= 吸 收 测量 值 ，e 一 摩尔 吸收 系 
数 ，c= 分 析 物 浓度 ，! 一 路径 长 度 ) 。 以 酶 为 基础 的 分 析 物 定量 是 以 终点 法 或 动力 学 方法 来 


进行 的 。 


如 果 一 个 具有 合适 特征 〈 例 如 底 物 特异 性 和 动力 学 特征 ) 的 酶 被 确认 了 ， 终 点 法 就 有 可 


能 被 开发 。 本 质 上 酶 必须 能 以 化 学 计量 的 方式 有 选择 
性 地 、 快 速 并 且 完 全 地 将 目标 分 析 物 转化 为 产物 。 在 
这 些 例子 中 ， 预 先 定量 的 酶 与 测试 溶液 在 适合 的 状态 
(温度 和 pH) FIRA, FKE RWE E AG 
《在 分 光 光 度 测试 中 为 吸收 值 的 改变 ， 图 9. 1) 。 如 果 
反应 显示 了 并 不 是 最 有 利 的 平衡 常数 ， 酶 并 不 能 使 分 
析 物 完全 转化 为 产物 。 只 要 分 析 是 在 “ 推 着 ”或 “ 拉 
着 ”反应 完成 的 状态 下 进行 的 ， 基 于 分 析 物 定量 的 终 
点 法 就 仍然 是 有 可 能 的 。 事 实 上 可 以 通过 这 些 方法 增 
加 共 反 应 底 物 的 起 始 浓 度 (如 果 存 在 的 话 )， 或 添加 
与 反应 产物 之 一 反应 的 物质 〈 去 诱捕 它 ) 来 实现 (图 
9.2). 

另外 一 种 以 酶 为 基础 的 检测 和 定量 特异 分 析 物 
的 可 供 选择 的 方法 命名 为 动力 学 方法 。 基 本 的 酶 动 
力学 阐明 了 对 于 任何 反应 ， 如 果 现 存 的 底 物 浓度 远 
低 于 酶 的 米 氏 常数 ( 即 [S] KK), ABA IRR BI HY 
反应 速率 与 底 物 浓度 成 线性 比例 关系 。 因 此 动力 学 
方法 测量 底 物 被 转换 的 速率 〈 一 dS/d:) 或 产物 形成 
的 速率 〈 十 dP/d:) 。 这 个 方法 要 求 构建 计算 曲线 ， 
其 中 要 利用 已 知 的 底 物 浓度 的 变化 (图 9. 3)。 没 有 
变化 的 以 动力 学 为 基础 的 分 析 过 程 进行 起 来 总 是 远 
快 于 终点 法 ， 但 是 通常 必须 使 用 相对 于 分 析 物 有 较 
高 Ke 值 的 酶 。 


08 
06 
04 
02 


Wo 4 6 
时 间 /min 
(5) 
图 9.1 通过 酶 的 终点 法 检测 和 
定量 特定 分 析 物 A 
(a) 32i 6 DOORS EMEN HS ONERE 
以 化 学 计量 的 方式 完全 或 事实 上 完全 将 A 
转化 为 B。 在 这 种 情况 下 ， 一 个 分 子 的 A 
转化 为 一 个 分 子 的 B; (b) 消耗 底 物 的 量 
或 形成 产物 的 量 可 被 定量 。 在 这 种 情况 
下 ,A 吸收 在 选 定 的 波长 下 ) 然而 B 并 
不 爱 收 ， 通 过 比 耳 法 则 ， 记 录 的 吸收 值 变 
化 可 直接 与 分 析 物 浓度 相关 联 
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TAB] 

e» 02 
A+B == CD 01 

p 
I 90g 10 20 30 40 50 60 
© 被 分 析 物 浓度 /hmolmi 
图 9.2 WH A+B ARH C+D 的 总 反应 图 9.3 反应 速率 与 分 析 物 〈 即 底 物 ) 浓度 的 
反应 的 平衡 常数 K 值 是 根据 (OO 中 的 公式 典型 关系 曲线 


计算 的 。 当 达到 平衡 时 ， 几 乎 完全 将 A 十 B 在 图 示 情 况 下 ， 分 析 物 在 500nm 有 有 吸收， 然而 反应 
转换 为 C 十 D 的 反应 会 显示 较 高 的 K 值 。 如 产物 并 不 吸收 。 分 析 含 有 未 知 浓度 分 析 物 的 样品 会 
果 反 应 没有 接近 完全 ， 可 通过 添加 与 产物 之 产生 一 个 AA/10s 值 ， 通 过 参考 标准 曲线 ， 该 值 能 
一 〈C 或 D) 起 反应 的 化 学 物质 ， 本 质 上 会 够 与 分 析 物 浓度 联系 起 来 
将 反应 拉 向 完全 。 这 个 物质 在 〈c) 中 由 下 代 
表 。 在 这 个 例子 中 ，D 几乎 一 形成 就 被 除去 ， 

因此 它 的 浓度 持续 保持 在 较 低 的 水 平 


9.2.2 一 些 以 酶 为 基础 的 普通 诊断 检测 


在 诊断 系统 中 应 用 最 普遍 的 两 种 酶 形式 是 脱 氢 酶 和 氧化 酶 。 在 脱氧 酶 中 ， 反 应 的 进行 是 
通过 控制 还 原型 的 烟 酰胺 腺 味 叭 二 核 苷 酸 (nicotinemide adenine dinucleotide, NADH) 到 
NAD' 的 转换 或 反之 来 追踪 的 ， 像 下 面 所 说 明 的 一 样 (S= RIMIS P= 反应 产物 ) 


S+NAD* EAM NADH-EH* 


因为 NADH 在 340nm 有 强 吸收 ， 所 以 辅助 因子 的 氧化 或 还 原 可 随时 通过 分 光 光 度 法 来 
监控 ， 而 NAD+ 在 这 个 波长 并 没有 吸收 。 反 应 的 进行 也 可 以 通过 荧光 或 发 光 来 追踪 。 从 上 
面 总 结 的 例子 来 看 ， 很 清楚 对 于 存在 一 个 分 子 的 底 物 CS). 就 会 形成 一 个 分 子 的 NADH 
分 析 物 的 浓度 能 够 被 测量 。 因 此 ， 在 这 样 一 个 系统 中 ， 形 成 的 NADH 总 量 就 反映 了 待 分 析 
样品 中 存在 的 底 物 量 。 

当 思 考 这 个 例子 的 时 候 ， 很 明显 所 有 的 分 析 试 剂 都 应 该 是 过 量 存在 的 ， 以 致 于 是 底 物 的 
浓度 决定 了 形成 的 NADH 最 终 的 量 。 例 如 存在 不 够 量 的 NAD® ， 尽 管 大 量 的 底 物 S 仍然 存 
在 ,一 旦 所 有 的 辅助 因子 转化 为 NADH， 反 应 就 会 终止 。 在 这 种 情况 下 ， 待 分 析 样品 中 存 
在 的 底 物 量 可 能 会 被 低估 。 

催化 产生 过 氧化 氢 作 为 反应 产物 的 过 氧化 物 酶 在 诊断 系统 中 使 用 得 也 很 普遍 。 但 是 在 大 
多 数 情况 下 ， 这 个 初级 反应 的 终 产物 〈 例 如 P 或 下 面 例 子 中 的 H0) 并 不 会 被 随时 定量 ， 
因此 在 分 析 系统 中 包含 另外 一 个 酶 促 步骤 。 第 二 个 “连接 子 〈linker)” 酶 利用 起 始 酶 催化 步 
又 的 产物 之 一 作为 它 的 底 物 之 一 ， 在 下 面 的 例子 中 是 H:O: 。 不 像 初 级 酶 催化 步 又 ， 第 二 个 
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应 的 一 个 或 另 一 个 产物 使 用 适合 的 分 析 方法 很 容易 被 测量 。 在 引用 的 例子 中 ， 第 二 个 
酶 利用 初级 反应 中 产生 的 H:O: ， 以 及 另 一 个 无 色 物 质 作为 底 物 ， 产 生 水 和 有 颜色 的 染料 
作为 产物 。 产 生 染 料 的 量 可 通过 控制 在 适合 波长 下 吸收 值 的 增长 来 测量 。 只 要 反应 系统 
中 存在 的 所 有 反应 物质 过 量 ， 通 过 哉 联 分 析 产生 的 染料 量 就 与 待 分析 样 品 中 存在 的 底 物 
量 直接 相关 。 

在 上 面 讨论 的 例子 中 归纳 出 的 概念 ， 在 下 面 讨论 的 特定 例子 中 得 到 很 清楚 的 证 明 。 其 他 


几 种 酶 促 方法 也 已 发 展 起 来 了 ， 用 于 分 析 多 种 具有 诊断 目的 的 生物 物质 。 
氧化 酶 


S+1/20: 十 H:O 
第 二 种 酶 
例如 过 氧化 物 栈 


P 十 H:O: 


HONEA GE i 一 染料 有色) 十 HzO 


9.2.3 血糖 分 析 


血 中 存在 的 葡萄 糖 浓度 对 于 儿 种 疾病 状态 来 说 是 很 重要 的 诊断 标志 ， 尤 其 是 糖尿 病 。 血 
糖 测量 是 临床 化 学 实验 室 中 进行 得 最 为 普遍 的 分 析 项 目 之 一 。 大 部 分 这 样 的 测量 是 基于 几 种 
有 用 的 特定 分 析 。 利 用 葡萄 糖 氧 化 酶 的 系统 是 发 展 得 最 早 的 以 酶 为 基础 的 测试 方法 之 一 ， 反 
应 原理 如 下 ， 

wamo + H.0- SS, a ogre + 11,0, 


2H,0, +4- ata ge E Hak + eg EEO y HAHO 


在 这 个 耦 联 分 析 中 ， 起 始 样品 中 的 葡萄 糖水 平 与 形成 的 醒 亚 胺 数量 直接 相关 。 不 像 其 他 
反应 产物 ， 醒 亚 胺 是 一 种 红 - 紫 色 的 染料 ， 其 浓度 可 通过 检测 其 在 500nm 波长 下 的 吸收 来 
测量 。 

在 上 面 的 例子 中 ,分 析 系 统 中 存在 的 反应 由 葡萄 糖 氧 化 酶 、 过 氧化 物 酶 ， 还 有 茶 酚 和 
4- 氨 基 二 甲 基 芋 基 吡 唑 柄 组成， 特定 体 积 的 这 种 反应 混合 物 与 特定 体积 待 分 析 的 血清 样品 共 
饪 育 ， 反 应 在 适合 的 时 间 段 内 进行 ， 典 型 的 为 5 一 10min， 还 有 适合 的 温度 ， 一 般 为 20 一 
37°C ， 直 到 血清 样品 中 存在 的 所 有 葡萄 糖 都 被 酶 催化 转化 为 葡萄 糖 酸 。 血 清 样品 被 标准 葡萄 
糖 溶液 替换 的 附加 分 析 通 常 也 同时 进行 。 血 清 样 品 中 的 葡萄 糖 浓度 可 通过 其 与 标准 吸收 曲线 
的 比较 来 计算 。 

另外 一 个 经 常用 来 测量 血糖 水 平 的 分 析 系 统 是 利用 已 糖 激酶 和 葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱氧 酶 


(G6P-DH)， 反 应 原理 概括 如 下 : 
Cake 


葡萄 糖 十 ATP — — — - Ni 5 -6-4 M + ADP 
敬 萄 糖 -6- 磷 酸 十 NAD' 一 一 GSP DH. 葡萄 精 酸 盐 -6- 确 酸 二 NADH 十 H* 
样品 中 存在 的 葡萄 糖 浓度 与 由 耦 联 分 析 形成 的 NADH 量 相关 联 ， 可 以 很 容易 地 通过 测 
量 在 340nm 处 的 最 终 吸收 来 监控 。 
上 面 的 分 析 系统 能 够 快速 、 准 确 、 方 便 地 测量 任何 待 测 样品 中 的 血糖 浓度 。 但 是 ， 这 样 
的 结果 仅仅 反映 采血 样 时 的 葡萄 糖 浓度 。 


监控 长 期 的 平均 血糖 水 平 的 诊断 测试 也 很 有 用 。 这 些 测试 总 是 以 评估 血清 样品 中 存在 的 
糖 基 化 血红 蛋白 水 平 为 基础 。 升 高 的 血糖 浓度 通过 把 葡萄 糖 残 基 共 价 连接 到 血红 蛋白 B 链 的 
未 端 央 氨 酸 上 来 促进 血红 蛋白 分 子 的 糖 基 化 。 该 反应 在 红细胞 120d 的 生命 周期 中 呈 进 行 性 
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发 生 ， 因 此 血样 中 糖 基 化 的 血红 蛋白 水 平反 映 了 几 个 星期 的 血糖 水 平 。 这 种 分 析 手 段 在 评估 
治疗 方法 应 用 到 糖尿 病人 身上 的 长 期 效果 方面 ， 具 有 无 法 估量 的 价值 。 从 天 然 血 红 和 蛋白 中 分 
离 糖 基 化 的 血红 蛋白 ， 通 常 可 利用 电泳 或 色谱 法 来 实现 。 


9.2.4 血 中 胆固醇 和 甘油 三 酯 的 分 析 


动脉 硬化 症 与 升 高 的 血浆 胆固醇 水 平 之 间 的 关系 已 被 确定 ， 这 个 关系 尤其 与 低 密度 脂 蛋 
白 相 关 的 胆固醇 (LDL- 胆 固 醇 、 水 平 相关 联 。 在 西方 社会 每 两 个 动脉 硬化 症 患 者 中 有 一 人 
死亡 。 

由 于 主要 呈 朴 水 性 质 ， 胆 固 醇和 甘油 三 酯 以 称 为 脂 蛋白 的 可 溶性 复合 物 形式 在 血 流 中 运 
送 (图 9.4)。 脂 蛋白 颗粒 的 外 层 主 要 由 磷酸 脂 质 和 称 为 载 脂 蛋白 的 蛋白 组 成 ， 分 子 的 亲 水 
部 分 指向 周围 的 水 环境 ， 脂 蛋白 的 内 部 主要 由 甘油 三 酯 和 与 长 链 脂肪 酸 通过 酯 键 共 价 相连 的 
胆固醇 、 胆 固 醇 酯 所 组 成 。 


蛋白 质 


周转 的 水 相 环境 当 亲 水 序列 面 对 着 周围 的 水 相 环 
[ N 境 时 ， 玖 水 部 分 包 圳 在 芍 水 核 中 
0 A 
0c zo 
D" 
LLLI $2 33 — an 
Waki, htr SSS 极 性 头 部 面 对 着 周围 的 水 相 环境 ， 


CURRO EUER 疏水 性 的 尾部 埋藏 于 疏水 核心 中 


图 9.4 血浆 脂 蛋 白 的 结构 示意 
基于 物理 化 学 性 质 的 不 同 ， 脂 蛋白 可 被 分 为 高 密度 脂 蛋白 Chigh density lipoproteins, 
HDL) 、 低 密度 脂 蛋白 (low density lipoproteins, LDL) 和 极 低 密度 脂 蛋白 (very low den- 
sity lipoproteins, VLDL) C 9. 3) 。 乳 糜 徽 滴 是 在 血浆 中 发 现 的 另外 一 群 脂 蛋白 ， 尤 其 是 
在 进食 富 含 脂 类 食物 之 后 ， 乳 糜 微 滴 是 最 大 的 脂 蛋白 ， 几 乎 全 部 由 甘油 三 酯 组 成 。 它 们 负责 
运送 食物 中 的 脂肪 。 
表 9.3 在 各 种 脂 蛋白 中 甘油 三 酯 和 胆固醇 的 大 约 含量 


循环 中 LDL- 胆 固 醇 的 特异 增长 与 动脉 硬化 症 的 发 展 相关 ， 另 一 方面 ，HDL- 胆 固 醇 
的 水 平 升 高 显示 出 对 具有 动脉 硬化 症 特征 的 动脉 内 壁 脂肪 贮存 的 发 展 有 保护 效应 。 这 
是 由 于 HDL 具有 将 胆固醇 从 外 周 组 织 运送 回 肝脏 的 功能 ， 在 那儿 胆固醇 可 被 转化 为 胆 


汁 盐 。 
目前 有 几 种 诊断 方法 能 够 测量 血清 胆固醇 浓度 。 总 血清 中 的 胆固醇 水 平 可 用 下 面 阐述 的 


= AP BUR RE He SOR AAT 


第 9 章 用 于 分 析 的 蛋白 质 | 209 
sag +H, 0 is + na 
胆固醇 十 O, RO tH O 
2H,O EMH ae He EO cao 

在 起 始 反应 中 ， 胆 固 醇 酯 酶 催化 胆固醇 酯 的 水 解 ， 产 生 游 离 的 胆固醇 ， 胆 固 醇 然 后 被 胆 
固 醇 氧化 酶 氧化 。 产 生 的 H:O: 可 通过 过 氧化 物 酶 系统 来 定量 。 终 产物 醒 亚 胺 是 一 种 红色 染 
料 ， 可 以 很 容易 地 通过 测量 它 在 500nm 处 的 吸收 来 定量 。 

总 血清 HDL- 胆 固 醇 也 可 使 用 上 面 的 分 析 方法 来 特异 性 地 定量 。 在 这 种 情况 下 ， 首 先 从 
血清 样品 中 除去 其 他 脂 蛋 白 是 很 必要 的 ， 可 以 通过 添加 磷 忽 酸 和 镁 离子 来 实现 ， 它 们 能 够 促 
进 LDL、VLDL 和 和 乳 麻 微 滴 的 沉淀 。 离 心 之 后 ， 含 有 HDL 的 上 清 的 胆固醇 含量 就 可 通过 上 
面 的 步骤 来 分 析 。 

血清 甘油 三 酯 的 水 平 升 高 与 动脉 硬化 症 和 冠状 动脉 病 相关 。 已 经 开发 了 很 方便 评价 血清 
中 甘油 三 酯 浓度 的 各 种 酶 促 系统 。 普 遍 使 用 的 一 个 系统 是 基于 4 个 连续 的 酶 促 反 应 ， 说 明 


WT: 


甘油 三 酯 十 H:O 脂肪 酶 .甘油 十 脂肪 酸 


Hea + ATP i a3 ane + ADP. 


Maam +0, ARREN ap — +H: O; 
过 氧化 物 酶 


H:O1 十 4- 氨 基 安 符 比 林 十 氧 酚 一 一 * 栈 亚 胺 染料 十 HCl 二 2H:O 〇 
血清 样品 中 甘油 三 酯 的 浓度 很 明显 与 产生 的 染料 的 数量 成 比例 。 醒 亚 胺 的 水 平 可 以 通过 


检测 它 在 500nm 处 的 吸收 值 来 测量 。 
多 种 其 他 酶 促 系统 也 已 经 得 到 开发 ， 用 以 定量 生物 样品 中 的 甘油 三 酯 水 平 ， 如 下 所 示 : 


甘油 三 酷 十 HO 99 an + mn ne 


甘油 十 ATP EM uar s 磷酸 十 ADP 
ADP-CRSUE Rt ore D PPS, ATP 丙 醋酸 


WEM + NADH+ Ht UEBER, ot ap + NAD- 


9.2.5 血 中 尿素 和 尿酸 的 分 析 


在 大 多 数 临床 实验 室 中 ， 进 行 尿素 和 尿酸 的 测量 都 很 频繁 。 这 些 代谢 物 水 平 的 上 升 经 党 
是 各 种 代谢 闪 乱 的 指 征 ， 包 括 肾病 。 评 估 尿 素 水 平 的 大 部 分 方法 中 涉及 尿素 酶 ， 它 能 够 像 下 
面 所 示 的 那样 催化 尿素 的 水 解 : 

RRO- a+c 

多 种 方法 可 用 于 检测 和 定量 该 反应 中 形成 的 氨 的 数量 。 一 种 方法 是 基于 形成 氨 的 化 学 检 
测 ， 在 硝 普 钠 存 在 下 ， 铵 离子 与 茶 酚 和 次 氧 酸 盐 反应 ， 形 成 蓝 色 的 化 合 物 ， 其 在 640nm 处 
有 强 吸收 。 

另 一 种 用 来 定量 产生 氨 的 酶 促 方法 是 利用 谷 氨 酸 脱 氢 酶 ， 如 下 所 示 : 

REM 


2NH? CO; 


2e BK, — M+ 2NADH+ 2NHi 谷 氨 酸 十 2 NAD- 十 2H:O 


尿素 十 H:O 
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第 二 个 反应 中 形成 的 NAD* 可 随时 被 监控 ， 当 然 它 与 起 始 样品 中 存在 的 尿素 数量 成 比例 。 
尿酸 也 可 通过 多 种 酶 促 系统 被 定量 。 更 普遍 的 方法 之 一 是 利用 由 尿酸 酶 和 过 氧化 物 酶 组 
成 的 耦 联 分 析 系 统 ， 如 下 所 示 。 终 产物 红 染 料 醒 亚 胺 在 520nm 处 有 最 大 吸收 。 
bald RK + CO, + HO; 
DHO HAEREA 35 — RE 2 vee paa EP aeuo 
另 一 种 定量 尿酸 的 方法 如 下 : 
尿酸 十 O: 十 2H。O 2 ae +00. H0 


H0 cz g EEE, uou 


ERAH 


RM+O0,+2H,0 


Z + NADP* ZH NADPH + H* 
NADPH 形成 在 340nm 处 增加 的 吸收 与 样品 中 存在 的 尿酸 数量 成 比例 。 


9.2.6 作为 诊断 试剂 的 固定 化 酶 


以 固定 化 形式 发 展 和 使 用 诊断 试剂 已 有 稳步 
E. 增长 。 在 临床 实验 室 中 可 直接 根据 医生 或 事实 上 
e 病人 自己 选 定 的 诊断 目的 ， 来 利用 固定 在 试剂 条 
wümono MELE Awo 上 的 酶 。 

1,0, +3064 Ay) SREP, os sey CARD) 最 为 普遍 应 用 的 试剂 条 之 一 是 那些 设计 用 来 
e 检测 体液 中 葡萄 糖 的。 胶片 厚 的 塑料 条 的 一 端 含 
mos 使 用 测验 片 量 尺 检测 生物 。 有 一 个 狭窄 的 小 垫 ,样品 可 以 加 在 上 面 。 样 品 扩 
(或 其 他 ) eRe 散 到 整个 小 垫 ， 小 垫上 除了 要 求 的 畏 助 试剂 外 ， 

(a) 这 个 装置 由 一 个 薄 蛆 料 条 组 成 ， 在 一 端 附 还 含有 适合 的 诊断 酶 。 
ARIAK Ahi, (b) HA i te Bt 设计 大 多 数 这 样 的 系统 ， 要 保证 最 终 酶 促 反 
固定 在 小 垫上 的 覆 能 产生 有 戎 色 的 产物 。 葡 应 产生 的 产物 之 一 是 色 原 体 ， 就 是 有 颜色 的 。 因 
GARES, ILE (RS RP ERIS. 此 ， 在 加 入 样品 之 后 ， 大 部 分 系统 是 基于 小 垫上 
改变 颜色 或 产生 戎 色 的 染料 所 组 成 的 混合 匆 ”颜色 形成 的 视觉 观察 图 9.5)。 产 生 颜色 的 强度 
ERE svn 反映 了 所 加 样品 中 代谢 物 的 浓度 ， 因 此 ， 这 样 的 


试剂 伪 能 以 半 定 量 的 方式 应 用 。 
9. 3 生物 传感器 


生物 传感器 是 一 类 检测 和 定量 复杂 样品 中 特异 分 析 物 的 分 析 装 置 。 它 们 由 以 下 部 分 所 组 
成 :以 定量 方式 有 选择 地 与 目标 分 析 物 结合 的 生物 成 分 ， 把 生物 信号 定量 地 转换 为 物理 或 化 
学 信号 的 传感器 ， 把 传导 信号 的 数字 式 的 读 出 方式 传 到 终端 使 用 者 的 检测 器 (图 9. 6) 。 

对 于 目标 分 析 物 ， 生 物 成 分 必须 明显 地 显示 出 极 高 的 特异 性 ， 与 分 析 物 的 结合 必须 产生 
-种 能 够 被 传导 (转换) 为 物理 或 化 学 信号 的 可 检测 到 的 反应 。 对 于 大 多 数 传感器 ， 生 物 成 
分 是 一 种 酶 。 尽 管 其 他 的 光学 、 质 量 和 热量 测试 系统 也 发 展 起 来 了 ， 但 大 部 分 生物 传感器 使 
用 基于 电化 学 的 系统 作为 信号 传感器 。 作 为 分 析 物 检测 或 定量 系统 ， 传 感 器 展示 了 许多 优 
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目标 分 析 物 

o o | 多 
Oo " g 
oo ^ qm. / 
oopAa f 
| 紧密 固定 在 传感器 多 
样品 中 其 上 的 生物 感应 元 件 

他 的 分 析 物 


图 9.6 生物 传感器 的 示意 图 
详 见 正文 


点 , 包括: 

(D 可 重复 利用 性 ， 最 实惠 的 经 费 问题 。 

O 不 需要 其 他 试剂 去 完成 测量 。 

O 分 析 样 品 不 需要 预先 处 理 ， 例 如 除去 有 颜色 的 成 分 或 颗粒 物质 。 

图 灵活 性 ;在 某 些 领域 可 使 用 手提 生物 传感器 ， 当 需要 时 ， 生 物 传感器 可 用 于 处 理 单 
个 或 多 个 样品 〈 在 一 个 多 用 分 析 仪 上 处 理 单个 分 析 样 品 是 不 经 济 的 /不 现实 的 )。 

© 使 用 方便 ， 生 物 传感器 并 不 复杂 ， 通 常 能 由 没有 经 过 技术 培训 的 人 员 使 用 。 

尽管 一 些 生物 传感器 用 于 食品 分 析 CBE 9. 4) ， 大 部 分 到 目前 为 止 还 是 应 用 于 诊断 /临床 
方面 ( 表 9. 5) 。 


A4 食品 工业 中 重要 的 并 且 可 用 生物 传感器 测定 的 分 析 物 〈 尽 管 并 不 是 全 都 商业 化 ) 


G8 
果糖 脱氧 酶 
Ce A MO DA ALAE E 

有 - 半 乳 糖苷 酶 和 葡萄 精 氧 化 酶 

乳酸 氧化 酶 和 乳酸 脱氧 酶 

抗坏血酸 氧化 酶 

柠 橡 酸 裂 解 酶 和 草 酰 乙酸 脱 次 酶 

甲醇 氧化 酶 和 甲醇 脱 所 酶 

FA ATS BR NE APBC, 天 冬 氨 酸 氨基 转移 酶 和 谷 氨 酸 氧 化 酶 
亚 硫 酸 盐 亚 硫 酸 氧 化 酶 


注 ， 大 多 数 情况 下 ， 单 一 本 的 生物 传感器 就 足够 了 。 但 是 在 一 些 情况 下 ， 要 求 两 种 或 更 多 种 酶 混合 起 
来 去 产生 容易 检测 的 反应 产物 。 例 如 蔗糖 酶 水 解 二 糖 ， 产 生 荷 葡 糖 和 果糖 ， 然 后 荷 区 糖 氧化 酶 通过 氧化 葡 
GRE TNENECERS. EKARMEBRR EH AF H, KARMA AMM 《aspartate pep- 
tide bond cleaving enzyme, APBC) RA = KCN KOE. #2 MAY AA RMR AOR LMR IF REG. AR AR A 
ARAB MI KARREKRHSRM, STXSERETSP Ei LESS, 


ROS 诊断 中 重要 的 并 且 可 用 特殊 定量 酶 电极 测量 的 分 析 物 以 及 在 这 些 测试 系统 中 用 到 的 酶 


LITE] 


RE REN 

尿酸 尿酸 酶 

氨基 酸 工 -氨基 酸 氧 化 酶 
胆固醇 胆固醇 氧化 酶 
甲醇 甲醇 氧化 酶 


HER HERM 
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9.3.1 以 酶 为 基础 的 生物 传感器 


多 种 固定 化 酶 已 用 于 建造 以 酶 为 基础 的 生物 传感器 。 这 些 生 物 传感器 通常 利用 基于 
电化 学 的 检测 系统 。 设 计 和 建造 一 个 酶 传 感 
器 所 采用 的 原理 很 简单 图 9. 7) 。 国 定 化 栈 
通常 包 豆 在 一 个 膜 结构 中 ， 膜 包围 着 选 定 的 电 
极 。 对 于 固定 化 酶 反应 ， 面 对 着 检测 样品 周转 
水 相 环境 的 外 腊 的 孔径 尺寸 要 求 足够 大 以 允许 
和 5 及 所 有 必需 底 物 的 自由 穿 透 。 很 明显 这 些 底 物 之 
一 就 是 目标 分 析 物 。 为 了 保护 固定 化 栈 ， 外 脐 
通常 由 聚 碳酸 柄 构成 ， 必 须 阻挡 蛋白 质 旺 粒 物 
质 和 整个 细胞 的 进入 。 内 腊 位 于 辕 定 化 酶 和 电 
- 极 表面 之 间 ， 必 须 不 能 干扰 反应 底 物 和 产物 的 
Eh Rm 扩散 。 这 些 分 子 必 须 自由 地 与 电极 表面 进行 接 
触 。 内 腊 通 常 是 由 醋酸 纤维 束 构 成 的 。 

尽管 大 多 数 生物 传感器 利用 以 腊 为 基础 的 酶 洲 留 系统 ， 酷 洪 贸 的 其 他 形式 也 可 利用 ( 参 
见 第 10 音 酶 固定 化 部 分 )。 例 如 酶 被 汪 久 在 以 聚 两 燃 酰 胺 或 明胶 构成 的 凝 胶 内 。 另 一 种 可 供 
选择 的 方法 是 酶 共 价 连接 于 与 检测 电极 很 接近 的 支持 材料 上， 或 直接 连 到 电极 本 身上 。 酶 的 
共 价 连接 使 生物 传感器 有 最 长 的 使 用 寿命 。 

在 建造 酶 电极 时 有 几 种 电极 方式 可 以 使 用 。 各 种 特异 检测 气体 (如 O, CO, NH 
和 离子 类 的 电极 在 市 场 上 均 有 销售 。 选 择 电极 依赖 于 酶 促 反应 产生 什么 产物 。 例 如 如 果 产生 
了 氧气 ， 那 么 就 使 用 氧气 电极 。 挤 击 在 电极 表面 的 氧 分 子 的 数量 被 转换 为 某 种 形式 的 可 检测 
信和 号， 例如 一 股 电 流 ， 然 后 这 个 信号 能 被 监控 。 当 电极 温 在 已 知 浓度 的 分 析 物 的 溶液 中 时 ， 
所 获得 的 读数 可 以 建立 标准 曲线 。 

在 建造 酷 电极 时 ， 通 常 选择 的 酶 利用 可 被 追踪 浓度 的 分 析 物 作为 底 物 ， 其 他 底 物 或 反应 
产物 的 一 种 或 另 一 种 可 由 实际 的 电极 来 检测 和 定量 。 

当 栈 电极 淄 人 到 测试 样品 中 时 ， 浓 度 可 被 追踪 的 分 析 物 扩散 到 外 膜 ， 与 国定 化 酶 相 接 
触 ， 因 此 催化 转化 。 然 后 反应 产物 传递 到 内 膜 ， 擅 击 到 电极 表面 ， 这 样 产 生 信号 。 信 号 的 强 
与 测试 样品 中 存在 的 底 物 浓度 成 比例 。 

上 面 所 述 的 第 一 代 酶 生物 传感器 有 许多 缺陷 ， 包 括 由 于 分 析 样 品 中 存在 干扰 离子 ， 产 生 
的 高 背景 值 。 在 这 些 生物 传感器 系统 中 加 入 电子 转移 介质 大 大 克服 了 这 些 困 难 。 一 些 介质 是 
低 分 子 量 物质 ， 例 如 醒 和 二 茂 铁 ， 它 们 促进 在 电极 和 使 用 的 《氧化 还 原型 》 栈 之 问 的 电子 转 
移 。 介 质 在 较 低 的 氧化 还 原 电势 上 起 作用 ， 人 允许 操 作 系统 在 较 低 的 电极 电势 上 运行 。 在 这 种 
情况 下 ， 电 极 仅仅 检测 来 自 于 介质 的 转移 ， 它 与 样品 中 存在 的 目标 分 析 物 的 浓度 直接 成 
比例 。 

对 于 大 多 数 酶 电极 来 说 ， 日 标 分 析 物 是 所 用 酶 的 〔 共 ) 底 物 。 最 近 取 得 的 一 个 进步 是 抑 
制 酶 电极 。 在 这 种 情形 下 选择 酶 的 依据 是 它 被 目标 分 析 物 所 抑制 。 样 品 中 分 析 物 的 存在 导致 
了 酶 活力 的 减少 ， 酶 活力 可 由 电化 学 〈 或 其 他 ) 检测 系统 定量 测量 。 例 如 多 种 杀 虫 剂 可 通过 
它们 抑制 固定 化 的 乙酰 胆 磊 酯 酶 来 检测 。 


包含 在 膜 内 的 固定 化 酶 


第 9 章 ”用 于 分 析 的 蛋白 质 | 213 


9.3.2 不 以 酶 为 基础 的 生物 传感器 


利用 除了 酶 以 外 的 生物 物质 的 一 套 传感器 也 已 发 明 出 来 。 可 供 选 择 的 生物 成 分 包括 ( 非 
催化 性 的 ) 蛋白 质 、DNA 和 全 细胞 。 蛋 白质 例如 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 已 被 改造 得 可 以 选择 性 
地 与 特异 重金 属 结合 。 这 个 改造 过 的 蛋白 质 直接 被 固定 在 作为 信号 传导 器 的 金 质 电极 上 ， 重 
金属 结合 到 改造 蛋白 质 上 导致 蛋白 质 构象 的 变化 ， 然 后 以 与 目标 金属 浓度 成 比例 的 方式 改变 
系统 的 电容 量 。 

基于 抗体 的 生物 传感器 也 已 发 明了 。 这 个 方法 明显 的 长 处 在 于 抗体 能 够 由 大 部 分 目 
的 抗原 产生 。 可 以 预见 的 是 ， 主 要 的 技术 障碍 是 发 展 能 够 检测 抗原 -抗体 结合 的 适合 的 
传导 系统 。 原 子 力 显微镜 的 方法 也 许可 以 用 于 监控 生物 特异 性 的 分 子 之 间 的 相互 作用 ， 
例如 抗体 -抗原 的 结合 。 但 是 仅仅 费用 方面 的 考虑 就 使 得 这 种 方法 的 商业 探索 不 太 可 
能 。 光 学 技术 ， 例 如 表面 等 离子 体 激光 共振 也 能 直接 检测 发 生 在 表面 -溶液 交界 处 的 抗 
体 - 抗 原 相 互 反应 〈 图 9. 8)， 基 于 这 种 方法 的 一 些 系统 也 已 发 明了 。 在 发 展 以 DNA 为 
基础 的 生物 传感器 中 所 追寻 的 总 的 策略 伴随 着 单 链 DNA 序列 的 固定 。 与 互补 性 的 目标 
敏感 序列 的 杂交 能 够 与 产生 适合 的 光学 或 电学 信号 的 系统 相连 接 。 这 些 生物 传感器 在 
临床 、 环 境 和 法 医学 方面 显示 了 明显 的 潜力 。 利 用 全 细胞 的 生物 传感器 也 已 发 明了 ， 
在 一 些 情况 下 已 商业 化 。 使 用 的 细胞 总 是 微生物 的 ， 在 体外 环境 中 它 比 植物 或 动物 细 
胞 更 结实 。 细 胞 通常 滞留 在 装配 得 与 电极 很 近 的 凝 胶 或 膜 内 。 最 初 商业 化 的 这 样 的 系 
统 之 一 是 用 于 检测 环境 样品 的 生物 需 氧 量 (biological oxygen demand, BOD) 的 生物 传 
感 器 。 样 品 中 存在 的 有 机 污染 物质 可 由 固定 化 的 皮肤 毛 孢 子 获 (Trichosporon cutane- 
um) 的 微生物 细胞 来 代谢 。 与 细胞 呼吸 相关 的 增长 导致 溶解 氧 的 消耗 增长 ， 这 可 通过 
氧 电极 来 定量 检测 。 


数字 读 出 


传感器 表面 


固定 化 抗体 


图 9.8 由 表面 等 离子 体 激光 共振 (surface plasmon resonance, SPR) 
检测 抗体 -抗原 的 结合 简 图 
如 图 所 示 固定 波长 的 光波 直射 到 薄 金 属 薄 腊 上 (并 由 此 反射 );， 结 合 到 金属 表面 的 
目标 分 析 物 (通过 固定 化 抗体 ) 轻微 改变 了 表层 的 折射 指数 ， 造 成 了 
反射 光 密 度 的 减弱 ， 这 可 通过 适合 的 检测 器 定量 测量 
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9.4 。 作为 分 析 试 剂 的 抗体 


抗体 是 经 常用 作 诊断 试剂 的 另 一 群 蛋 白质 。 抗 体 作为 分 析 试 剂 的 优点 在 于 识别 特异 配 基 
(刺激 抗体 产生 的 抗原 )， 它 们 能 展示 极 高 的 特异 性 。 抗 体制 品 经 常用 于 检测 和 定量 各 种 特异 分 
析 物 ， 其 中 很 多 都 具有 相当 大 的 诊断 意义 。 因 此 在 临床 实验 室 抗体 有 广泛 的 分 析 用 途 ， 而 且 也 
用 于 其 他 方面 ， 包 括 食品 工业 和 环境 监测 。 要 记 住 物质 的 免疫 活性 并 不 一 定 与 它 的 生物 活性 相 
等 ， 对 于 蛋白 质 抗原 尤为 如 此 。 即 使 在 减少 生物 活性 的 状态 下 ,许多 蛋白 质 也 能 保持 免疫 特征 。 
在 特定 情况 下 ， 为 了 检测 和 定量 血清 样品 中 特异 抗体 种 类 的 存在 ， 抗 原 分 子 可 用 作 诊 断 试剂 。 

使 用 抗体 检测 和 定量 特异 物质 的 分 析 过 程 一 般 命名 为 免疫 分 析 。 为 了 诱发 针对 特定 分 子 产 生 
抗体 ， 目 标 物质 首先 用 作 抗原 注射 到 动物 体内 。 如 果 抗 原 太 小 不 能 诱发 免疫 反应 ， 可 以 与 较 大 的 
载体 分 子 相 连 ， 赋 了 它 抗原 活性 。 在 免疫 分 析 系 统 中 单 克隆 或 多 克隆 抗体 制品 都 可 以 使 用 。 

抗体 分 子 本 身 并 没有 有 利于 它们 在 免疫 分 析 系 统 中 进行 直接 检测 的 内 在 特征 。 因 此 发 展 成 
功 的 免疫 分 析 方 法 的 另 一 个 重要 的 步骤 是 加 入 适合 的 标志 。 这 个 标志 能 够 促进 抗原 -抗体 结合 
的 快速 检测 。 使 用 放射 性 标记 作为 标记 系统 的 免疫 分 析 系 统 命名 为 放射 免疫 分 析 Cradioimmu- 
noassays，RIA)， 利 用 酶 的 免疫 分 析 系 统 命名 为 酶 免疫 分 析 (enzyme immunoassays, EIA), 


9.4.1 放射 免疫 分 析 


RIA 是 最 初 发 明 的 免疫 分 析 系 统 之 一 。 这 些 系统 成 功 地 用 在 以 很 低 浓度 存在 于 体内 的 
多 种 生物 分 子 的 定量 上 。 在 基础 研究 领域 和 许多 应 用 目的 中 RIA 技术 应 用 得 很 广泛 。 

最 初 发 展 RIA 系统 时 需要 两 种 基本 试剂 : 能够 针对 目的 抗原 产生 的 抗体 ; @@ 以 放射 
性 标签 (例如 ”1) 标记 的 高 度 纯化 的 抗原 。 在 所 有 分 析 系 统 中 加 入 抗体 的 浓度 一 定 是 有 限 
的 ， 而 放射 性 标记 的 抗原 浓度 一 定 是 过 量 的 

在 典型 的 放射 免疫 分 析 中 ,适当 体积 的 抗体 、 标 记 抗原 和 用 于 分 析 的 样品 在 一 起 铬 育 。 
当 抗体 浓度 是 有 限 的 ， 为 与 抗体 (antibody，Ab) 结合 ， 样 品 中 存在 的 抗原 (antigen. Ag) 
就 会 与 标记 抗原 (Ag*) 竞争 : 

Ag 十 Ag * 十 Ab( 有 限 ) 一 一 AgAb 十 Ag* Ab+ Ag+ Ag? 

在 所 有 这 些 系统 中 ,抗体 和 使 用 的 标记 抗原 的 量 保持 不 变 。 当 达到 平衡 时 ， 分 析 样 品 中 
存在 的 抗原 的 量 越 多 ， 被 抗体 结合 的 标记 抗原 的 基 就 越 少 

在 分 析 过 程 中 ， 下 一 步 包 括 从 游离 抗原 中 分 离 结 合 抗原 。 分 离 通常 通过 这 些 技术 来 完 
成 ,沉淀 抗原 -抗体 复合 物 ， 而 把 标记 的 和 未 标记 的 没有 结合 的 抗原 留 在 溶液 中 。 物 理 分 离 
也 可 以 完成 ， 轻 轻 地 把 上 清 液 从 分 析 试 管 中 倒 掉 ， 以 便于 仅 留 下 沉淀 。 事 实 上 从 溶液 中 沉淀 
抗原 -抗体 复合 物 经 常 通 过 向 反应 混合 物 中 添加 另 一 种 抗体 米 达 到 。 第 二 个 抗体 可 由 第 一 个 
结合 抗原 的 抗体 所 产生 。 

一 旦 把 游离 的 与 结合 的 抗原 分 离开 ,通常 可 估计 与 结合 抗原 相关 的 放射 性 水 平 。 像 前 文 
提 到 的 ,分 析 样 品 中 存在 的 没有 标记 的 抗原 越 多 ， 结 合 的 标记 抗原 的 比例 就 越 低 ， 因 此 获得 
的 放射 性 计数 就 越 低 。 

抗原 浓度 与 结合 的 放射 性 相关 联 的 标准 曲线 可 通过 分 析 几 个 已 知 未 标记 抗原 浓度 的 样品 
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来 建立 ， 这 样 样品 中 存在 的 抗原 浓度 就 可 参考 标准 曲线 来 计算 。 


9.4.2 BRED 


成 功 地 引进 RIA 使 得 过 去 30 年 来 临床 和 其 他 生物 学 的 很 多 领域 发 生 了 革命 性 的 变化 。 
但 是 在 这 些 系统 中 使 用 放射 性 元 素 也 有 很 多 缺点 ， 包 括 : 

D 需要 放射 保护 ; 

Q 产生 放射 性 污染 ; 

Q 由 于 一 些 放射 性 物质 只 有 很 短 的 半 训 期， 一些 分 析 样品 的 保质 期 很 短 ; 

GD 需要 昂贵 的 分 析 设备 和 进行 分 析 的 专门 区 域 。 

这 些 缺 点 导致 了 许多 使 用 其 他 标记 的 免疫 分 析 系统 的 发 展 ， 一 些 系统 利用 荧光 和 化 学 发 
光标 签 。 但 是 利用 酶 作为 标记 物质 的 免疫 分 析 系 统 的 发 展 是 尤其 受 人 欢迎 的 。EIA 系统 利 
JH: @ 抗 体 与 刺激 它 最 初 产生 的 抗原 结合 的 极 高 的 特异 性 与 亲和力 ;四 优 进 信号 产生 、 直 接 
检测 和 定量 的 酶 的 催化 效率 。 概 括 而 言 ， 许 多 EIA 展示 了 与 RIA 相似 的 敏感 性 ， 但 是 少 了 
大 部 分 与 RIA 相关 的 缺点 。 

有 时 ELA 被 描述 为 异 源 或 同 源 系 统 ， 异 源 分 析 包 括 结合 与 游离 标签 的 分 离 一 一 与 标准 
的 RIA 情况 一 样 。 已 经 发 明了 一 些 EIA， 标 记 酶 的 活性 在 很 大 程度 上 可 被 抗体 与 抗原 的 结 
合 所 改变 。 在 这 种 情况 下 ， 并 不 要 求 分 离 结合 的 与 游离 的 标签 ， 这 样 设计 的 分 析 系 统 被 命名 
为 同 源 系统 。 酶 多 重 免疫 分 析 技 术 (enzyme multiplied immunoassay technique, EMIT) 是 
同 源 免 疫 分 析 系 统 已 得 到 广泛 商业 应 用 的 一 个 例子 (图 9. 9)。 

EIA 首次 在 20 世纪 70 年 代 初期 引进 。 在 大 多 数 系统 中 ， 抗 体 固定 在 固体 表面 ， 即 微 孔 
板 的 孔 内 璧 上 (H8 9. 10)。 像 经 典 的 RIA 一 样 ， 除 了 存在 于 待 测 样品 中 未 知 数量 的 抗原 外 ， 
固定 抗体 与 已 知 数量 的 标记 抗原 钥 育 。 当 存在 的 抗体 水 平 有 限时 ， 标 记 和 未 标记 抗原 互相 竞 
争 与 之 结合 。 分 析 样 品 中 存在 的 未 标记 抗原 的 数量 越 多 ， 由 固定 抗体 留 住 的 标记 抗原 就 越 
少 。 当 抗体 抗原 结合 达到 平衡 时 ， 未 结合 的 抗原 就 通过 清洗 步骤 除去 ， 剩 下 的 酶 标记 抗原 的 
量 可 用 来 分 析 酶 活力 。 

EIA 的 另 一 种 变化 方式 包括 固定 化 抗原 和 使 用 抗体 - 酶 看 联 体 。 其 中 的 原理 概括 如 图 
9. 11 所 示 。 固 定 化 抗原 同样 品 中 存在 的 游离 抗原 互相 竞争 ， 与 有 限量 酶 标记 的 抗体 结合 。 
分 析 样 品 中 存在 的 游离 抗原 越 多 ， 结 合 在 固定 抗原 上 的 酶 -抗体 耦 联 体 就 越 少 。 洗 涤 步 又 除 
去 了 所 有 未 结合 物质 ， 接 下 来 的 酶 分 析 可 精确 估计 结合 酶 的 数量 。 

抗原 浓度 对 结合 酶 活性 的 标准 曲线 可 通过 分 析 含有 已 知 量 抗原 的 几 个 样品 来 建立 。 这 样 
未 知 样品 的 读数 就 可 参考 标准 曲线 来 定量 。 


9.4.3 酶 联 免疫 吸附 分 析 


自从 30 年 以 前 最 初 引进 至 今 ， 基 本 的 免疫 分 析 概 念 已 经 发 生 了 很 多 变化 。 目 前 使 用 最 普 
AW ELA 系统 之 一 就 是 酶 联 免疫 吸附 分 析 (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). 
ELISA 系统 的 基本 原理 在 图 9. 12 中 进行 了 说 明 。 这 种 形式 经 常 是 指 双 抗 体 夹心 技术 。 

在 基本 的 ELISA 系统 中 ， 由 目标 抗原 产生 的 抗体 被 吸附 在 固体 表面 一 一 通常 是 微 孔 板 
孔 的 内 壁 ， 然 后 与 被 分 析 的 样品 在 孔 内 拷 育 。 存 在 的 抗原 将 会 与 固定 化 抗体 结合 ， 经 过 一 段 
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说 明 : Q 
(2 = 已 经 共 价 结合 了 分 析 物 的 有 活性 的 本 
à ® 
® 
- = 由 分 析 物 产生 的 抗体 


图 9.9 酶 多 重 免疫 分 析 技术 的 简单 原理 
待 检测 的 分 析 物 的 纯化 制品 共 价 连 接 于 选 定 的 兢 上 ， 这 个 这 程 不 一 定 会 导 
致 酶 灭 活 。 与 目标 分 析 物 特异 结合 的 抗体 也 需要 。 当 进行 测试 的 时 候 ， 搞 
体 以 有 限 的 量 加 入 到 柳 分 析 物 的 焰 联 体 中 ， 被 分 析 的 样品 也 加 入 。 如 果 样 
品 中 存在 分 析 物 , 它 就 会 同 樟 联 的 分 析 物 进行 竞争 ， 与 抗体 结合 ， 这 样 酶 
就 会 保持 最 大 或 接近 最 大 的 活性 。 活 性 使 用 发 色 物质 来 定量 。 但 是 ， 如 果 
分 析 样 品 中 不 存在 分 析 物 ， 抗 体 只 能 与 榴 - 分 析 物 耦 联 体 结合 ， 就 会 很 大 程 
度 上 或 全 部 灭 活 酶 。 标 准 曲线 可 通过 分 析 已 知 分 析 物 浓度 的 样品 来 建立 ; 分 
析 物 浓度 与 记录 的 活性 水 平成 比例 
RH: RES AHH RAKES STEN AA ERR EH: OF 888 
构象 的 变化 : 四 由 于 较 高 的 分 子 量 ,抗体 以 空间 位 阻 的 方式 阻挡 底 物 进入 
活性 部 位 。 对 于 任何 给 定 的 EMIT 系统 ， 可 达到 的 挤 制 水 平 依赖 于 正确 的 本 
和 待 分 析 的 分 析 物 、 分 析 物 普 代 唱 的 水 平和 分 析 物 与 酶 结合 的 方式 
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说 明 ，《 = 抗原 ， KEO) = UA- MUNI \< = 固定 在 固体 支持 物 上 的 抗体 


图 9.10 竞争 性 固 相 EIA 原理 
结合 的 酶 活力 与 待 测 样 品 中 存在 的 未 标记 的 抗原 数量 成 反比 
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an: > 一 (= 抗体 -本 机 联 体 ， [> = 抗原， qoem 


图 9.11 使 用 固定 化 抗原 的 酶 免疫 分 析 系 统 
分 析 样品 中 存在 的 抗原 水 平 越 高 ， 潜 留 在 因 相 上 面 的 酶 -抗体 三 联 体 的 
水 平 就 越 低 ， 因 此 记录 的 梅 的 活性 水 平 就 越 低 
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图 9.12 非 竞争 性 ELISA 原理 


适合 的 时 间 ， 使 得 抗体 -抗原 结合 达到 平衡 ， 洗 涤 微 孔 。 

然后 加 入 含有 二 级 抗体 的 制品 ， 它 也 能 识别 抗原 。 如 果 使 用 单 克 降 抗 体 ， 这 第 二 个 单 克 降 抗 
体 〈 单 抗 ) 识别 的 抗原 表面 的 表 位 必须 与 一 级 或 固定 化 单 抗 识别 的 表 位 不 同 。 二 级 抗体 也 能 结合 
在 捕获 的 抗原 上 ， 酶 标记 斐 联 在 二 级 抗体 上 。 接 下 来 进一步 的 洗涤 步骤 除去 未 结合 的 抗体 - 酶 磷 
联 体 ， 分 析 留 下 的 酶 活力 。 记 录 的 活性 与 分 析 样 品 中 的 抗原 量 成 比例 。 可 以 分 析 一 系列 的 标准 抗 
原 浓度 以 建立 标准 曲线 ， 标 准 曲线 有 利于 计算 存在 于 未 知 样品 中 的 抗原 量 。 


9.4.4 在 酶 免疫 分 析 中 使 用 的 酶 


已 有 多 种 酶 作为 标记 用 在 各 种 ELISA 系统 中 。 被 选 定 的 适合 的 酶 要 符合 多 个 标准 ， 除 
了 催化 活性 ， 一 个 明显 的 标志 就 是 被 选 酶 的 活性 能 被 很 容易 地 监控 。 多 种 使 用 的 酶 能 产生 有 
颜色 的 产物 ， 它 可 通过 颜色 测量 的 方法 来 轻易 监控 。 大 部 分 经 常用 作 标签 的 酶 除了 BEL 
糖 攻 酶 、 艾 萄 糖 氧 化 酶 和 尿素 酶 外 ， 还 包括 碱 性 磷酸 酶 和 羔 根 过 氧化 物 酶 ， 所 有 这 些 酶 都 能 
利用 适合 的 生 色 底 物 。 

从 牛 小 肠 分 离 出 来 的 碱 性 磷酸 酶 是 最 初 用 于 ELISA 系统 的 酶 之 一 ， 通常 使 用 的 底 物 是 
对 硝 基 葵 磷酸 (para-nitrophenylphosphate, PNPP). PNPP 由 碱 性 磷酸 酶 催化 水 解 ， 释 放 
出 无 机 磷酸 和 对 硝 基 荣 (para-nitrophenol, PNP), PNP 是 黄色 的 ,在 405nm 处 有 最 大 吸 
收 。p- 半 乳糖 苷 酶 使 用 的 底 物 通常 是 邻 硝 基 苯 B-D- 吡 喃 型 半 乳 糖 ， 在 420nm 处 可 测 到 颜色 
形成 。 如 果 使 用 荧光 底 物 ， 可 由 这 些 酶 促 系统 更 灵敏 地 检测 产物 。 

把 选 定 的 酶 共 价 耦 联 或 结合 在 ELISA 系统 中 使 用 的 二 级 抗体 上 ， 可 通过 多 种 化 学 方法 
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来 实现 。 最 简单 的 一 种 方法 就 是 上 戊 二 醋 的 化 学 结合 (图 9. 13)， 它 是 一 种 同 源 双 功能 试剂 
( 它 的 两 个 反应 基 团 与 两 个 相似 的 蛋白 质 一 起 结合 )。 戊 二 醛 与 赖 氮 酸 的 e- 氮 基 不 可 逆转 地 反 
应 ,形成 共 价 连接 。 由 于 简单 和 便宜 ， 戊 二 醛 方法 使 用 得 很 广泛 。 但 是 所 有 的 结合 方法 都 有 
可 能 导致 一 部 分 耦 联 酶 分 子 和 抗体 的 灭 活 。 


BJ NH. I W[——N—cH 

+ (yy 一 一 (CH, 

抗体 | NA œo [menin 
R-E te NE 


图 9.13 使 用 戊 二 醛 把 酶 化 学 炳 联 到 抗体 上 
游离 的 酶 与 游离 的 抗体 的 氨基 是 奈 氨 酸 残 基 的 e- 氨 基 。 反 应 钥 育 lh 或 更 长 。 为 了 有 效 地 终 
止 烛 联 过 程 ， 加 入 过 量 的 游离 赖 氨 酸 。 没 有 反应 的 戊 二 醛 也 可 通过 透析 等 方法 除去 。 这 个 过 
程 除了 厂 - 抗 体 码 联 物 外 ， 不 可 避免 地 还 会 产生 一 部 分 抗体 -抗体 、 酶 - 酶 耦 联 物 。 如 果 需 要 的 
话 ， 接 下 来 可 采用 如 凝 胶 过 滤 层 析 的 方法 来 分 离 它 们 


9.4.5 免疫 分 析 发 展 的 趋势 


在 许多 更 现代 化 的 免疫 分 析 系 统 的 设计 中 可 观察 到 几 种 明确 的 趋势 ， 这 些 免疫 分 析 系 统 
中 加 入 非 同位 素 检 测 系统 的 比例 在 增长 ， 在 免疫 分 析 中 加 入 酶 促 检测 系统 已 经 非常 普及 ， 羔 
根 过 氧化 物 酶 是 在 这 些 系统 中 最 经 常 使 用 的 酶 。 它 的 普及 性 反映 了 其 极 高 的 催化 效率 、 相 对 
较 小 的 体积 以 及 在 各 种 特异 的 和 敏感 的 分 析 系统 中 的 适用 性 ， 在 其 中 过 氧化 物 酶 的 活性 可 被 
监控 。 在 EIA 中 碱 性 磷酸 酶 可 能 是 作为 标签 使 用 的 最 为 普遍 的 另 一 种 酶 。 

越 来 越 多 的 新 分 析 方 法 也 是 基于 固 相 系统 。 这 通常 使 得 分 离 游 离 的 与 固定 的 抗原 相当 直 
接 。 使 用 单 抗 的 新 分 析 系统 也 在 稳定 增长 。 与 多 克隆 制品 相 比 ， 单 抗 显示 了 较 高 的 特异 性 。 
单 抗 技术 能 够 连续 地 供应 具有 明确 特异 性 的 抗体 。 

重组 DNA 技术 也 持续 影响 免疫 分 析 技术 。 除 了 利用 重组 技术 制造 多 种 有 用 的 EIA 报告 
酶 外 ， 还 可 产生 工程 抗体 或 抗体 片段 。 在 这 方面 利用 重组 DNA 技术 的 很 好 的 例子 是 关于 克 
隆 酶 免疫 分 析 (cloned enzyme immunoassays, CEDIA) 的 发 展 。CEDIA 是 一 种 利用 gk 
乳糖 苷 酶 的 重组 互补 灭 活 片段 的 同 源 竞争 免疫 分 析 ， 像 图 9. 14 描述 的 那样 。 

现代 免疫 学 分 析 也 变 得 使 用 者 更 加 便于 掌握 了 。 在 临床 实验 室 中 ， 可 通过 设计 和 安装 自 
动 的 和 半自动 的 分 析 仪 来 实现 ， 也 可 通过 修改 免疫 分 析 方法 学 以 改善 这 些 自动 系统 的 使 用 来 
达到 目的 。 使 用 者 更 易 掌 握 的 分 析 试剂 盒 也 已 经 发 明了 ， 没 有 经 过 科学 训练 的 人 员 可 在 实验 
室外 使 用 。 这 样 的 分 析 系统 的 典型 例子 是 怀孕 检测 试剂 盒 ， 在 柜台 上 出 售 ， 适 合家 庭 使 用 。 
这 些 试剂 盒 将 在 本 章 末 进 行 讨论 。 


9.4.6 ”人体 免疫 缺陷 病毒 的 免疫 学 分 析 


目前 用 于 检测 人 体 免 疫 缺 陷 病毒 CHIV) 感染 的 诊断 试剂 盒 在 世界 范围 内 的 销售 已 超过 
10 亿美 元 。 很 多 早期 试剂 盒 主 要 用 于 第 查 存在 于 供血 和 血 制品 中 的 HIV。 最 近 ， 这 种 试剂 
盒 除了 用 于 那些 为 了 移民 到 某 个 国家 或 被 考虑 雇佣 到 多 种 行业 必须 证 明 他 们 是 HIV 阴性 的 
人 以 外 ， 用 于 筛 查 高 危 人 群 的 比例 正在 增长 。 
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图 9.14 克隆 酶 免疫 分 析 系统 CEDIA 的 简 图 

分 析 的 中 心 是 由 重组 方式 产生 的 有 - 半 乳 糖苷 本 的 互补 片段 。 一 个 片段 命名 为 本 供 体 Cenzyme donator, 
ED)， 另 一 个 为 酶 受 体 (enzyme acceptor，EA)。 当 混在 一 起 时 ， 它 们 自发 形成 有 活性 的 DOLI UN 
该 分 析 试 剂 盒 包 括 与 目标 分 析 物 特异 结合 的 抗体 、 耦 联 到 目标 分 析 物 上 的 酶 供 体 和 醇 受 体 。 如 果 待 分 析 
衬 品 中 存在 目标 分 析 物 ， 它 就 会 被 抗体 结合 。 这 样 粳 联 的 ED 和 EA 处 于 游离 状态 会 相互 作用 ， 产 生 有 活 
性 的 酶 。 然 后 蜂 转 化 合适 的 发 色 底 物 ， 产 生 能 通过 分 光 光度 计 定 量 的 有 色 产 物 。 当 样品 中 没有 目标 分 析 
wit, RAS MREED 上 的 分 析 物 结合 ， 这 就 阻止 了 与 EA 的 结合 ， 因 此 也 就 阻止 形成 有 活性 的 厅 半 乳 

糖苷 酶 复合 体 ， 最 终 没有 记录 到 活性 。 含 有 不 断 升 高 的 已 知 浓度 的 分 析 物 的 分 析 样品 可 产生 标准 曲线 


已 经 发 明了 能 够 识别 HIV-1 和 HIV-2 的 分 析 系 统 ，HIV-1 是 工业 化 国家 主要 的 艾滋 病 传 
染 种 类 ，HIV-2 是 在 非洲 的 主要 传染 因子 。 但 是 到 目前 为 止 ， 市 场 上 大 部 分 诊断 系统 是 特异 检 
W HIV-1 的 。 

一 旦 感染 了 HIV， 宿 主 的 免疫 功能 就 会 启动 免疫 反应 。 这 可 以 以 血清 中 存在 抗 -HIV 抗体 
为 特征 。 感 染 的 个 体 通常 会 没有 症状 ， 在 发 展 为 艾滋 病 相关 的 综合 征 和 接 下 来 是 完全 的 艾滋 病 
之 前 ， 在 几 年 内 疾病 都 不 会 发 展 。 所 有 感染 了 病毒 的 个 体 中 出 现 抗 -HIV 抗体 构成 了 绝 大 多 数 
HIV 诊断 系统 的 基础 。 大 多 数 这 样 的 系统 是 酶 免疫 分 析 形 式 ， 主 要 是 ELISA。 

在 这 些 系 统 中 ，HIV 抗原 固定 在 支持 物 表面 ， 例 如 微 孔 板 的 孔 内 。 被 分 析 的 血清 样品 年 
育 在 这 些 孔 内 ， 使 得 存在 的 抗 -HIV 抗体 与 固定 抗原 结合 。 洗 涤 之 后 ， 加 入 能 特异 与 人 抗体 结 
合 的 第 二 抗体 。 合 适 的 酶 标记 物 ， 例 如 辣 根 过 氧化 物 酶 耦 联 在 这 个 第 二 抗体 之 上 ， 接 下 来 未 结 
合 的 耦 联 体 通过 洗涤 除去 ， 剩 下 的 酶 活力 通过 适合 的 分 析 系统 检测 。 剩 下 的 活性 水 平 与 待 分析 
血清 样品 中 存在 的 抗体 数量 成 比例 。 这 个 过 程 以 图 示 的 方式 总 结 在 图 9. 15 中 。 这 种 方法 内 在 
的 一 个 缺点 是 在 感染 之 后 很 短 的 时 间 内 存在 窗口 期 ， 在 这 期 间 检 测 不 到 任何 抗 -HIV 抗体 。 

最 初 的 ELISA 系统 使 用 从 组 织 培养 中 生长 的 HIV 颗粒 部 分 纯化 而 来 的 固定 抗原 。 但 是 
现在 的 ELISA 系统 使 用 由 重组 DNA 技术 制造 的 特异 又 高 度 纯化 的 HIV 抗原 。 编 码 HIV 蛋 
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白 的 基因 ， 如 p24 (核心 蛋白 )、gp41、 
gpl20 和 gp160( 膜 蛋白 )， 都 已 在 重组 


© 


质 不 仅 排除 了 与 真正 的 病毒 本 身 一 起 工 
作 的 危险 ， 也 保证 了 生产 确定 的 抗原 。 


系统 中 表达 。 通 过 重组 方式 产生 的 蛋白 T | 


这 就 提高 了 ELISA 的 敏感 性 和 特异 性 ， 酶 分 析 
将 假 阳性 反应 的 发 生 概率 降 到 最 低 。 —— 0095 b SERM ERN RN 

也 试图 发 明基 于 检测 尿 中 或 唾液 中 
的 抗 -HIV 抗体 的 免疫 分 析 来 诊断 HIV > = 存在 于 人 血清 样品 中 的 抗 -HIV 抗体 


感染 。 比 起 收集 血样 ， 后 者 的 收集 更 容 >) = MURR EAE 


Sa ELEM HE SE ly, (LAE A UE Aois 用 于 检测 分 析 样品 中 搞 -HIV 抗体 的 ELISA 系统 


明 的 大 多 数 免疫 分 析 对 这 种 方法 并 不 足 


够 敏感 。 当 血清 中 IgG 的 平均 浓度 是 15mg/ml 时 ， 唾 液 和 尿 中 的 水 平分 别 平 均 在 35pg/ml 
和 4pg/ml。 发 展 更 敏感 的 抗 -HIV 分 析 方 法 的 各 种 尝试 仍 在 进行 之 中 。 其 中 最 有 希望 的 是 检 


测 抗 -HIV 抗体 的 免疫 复合 物 转移 EIA 系统 的 使 用 (图 9. 16) 。 


DNP-Ag 抗 -HIV 抗体 


= << 


固定 的 抗 - 
TgG 抗体 


P 


图 9.16 用 于 检测 和 定量 生物 样品 中 的 抗 -HIV-1 的 免疫 复合 物 转移 EIA 


AOS SSR A ORK = MRA 2,4- 二 硝 基 苯酚 基 团 上 的 HIV 抗原 ， 碍 联 体 2 一 RK 
到 适合 的 酶 上 的 抗原 ) 一 起 钱 育 在 含有 固定 的 抗 - 二 硝 基 苯酚 〈dinitrophenyl，DNP) 抗体 的 小 孔 
内 ， 这 就 捕获 了 如 孔 内 所 示 的 三 种 物质 组 成 的 免疫 复合 物 。 洗 涤 之 后 ， 通 过 逐 加 游离 的 DNP 
OR 5 BAM REA DNP)， 免 疫 复合 物 从 固 相 上 被 洗 脱 下 来 。 然 后 洗 脱 的 复合 物 转移 到 含有 
园 定 化 的 抗 -人 IgG 抗体 的 新 的 固体 上 ， 这 就 导致 了 如 图 所 示 的 免疫 复合 物 的 固定 。 另 一 次 洗涤 
之 后 ， 加 入 适合 的 底 物 ， 转 化 为 产物 ， 通 常 是 由 荧光 来 检测 抗 -HIV 抗体 的 存在 。 从 固 相 转 移 到 固 


相 的 转移 步 又 在 很 大 程度 上 降低 了 非特 异 信号 ， 有 助 于 提高 分 析 系 统 的 敏感 性 
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9.4.7 其 他 免疫 分 析 应 用 


非 竞争 性 的 、 二 位 点 的 “夹心 ”免疫 分 析 如 ELISA 已 得 到 了 广泛 的 商业 应 用 。 这 些 分 
析 的 应 用 要 求 目标 分 析 物 足够 大 以 至 于 它 能 够 被 诱捕 在 捕获 抗体 和 检测 抗体 之 间 (图 
9. 12)。 许 多 低 分 子 量 的 物质 〈 如 多 种 药物 、 代 谢 物 和 污染 物 ) 太 小 了 就 不 能 通过 这 种 方法 
分 析 。 这 种 情况 下 通常 使 用 竞争 性 异 源 分 析 。 现 在 的 研究 文献 包含 几 百 种 用 于 检测 和 定量 这 
些 低 分 子 量 物质 的 免疫 分 析 的 例子 。 很 多 这 种 免疫 分 析 的 商业 化 由 于 各 种 原因 发 展 缓慢 ， 表 
现在 其 他 分 析 方 法 得 以 发 展 的 事实 。 例如， 传统 上 食物 残留 成 分 的 分 析 (如 杀 虫 剂 、 除 草 
剂 、 兽 药 、 植 物 和 微生物 毒素 等 ) 主要 依赖 于 气相 色谱 法 或 液 相 色谱 法 。 

尽管 对 于 检测 多 种 污染 物 已 存在 令 人 满意 的 色谱 技术 ， 但 是 为 了 食品 和 环境 监控 的 目的 还 
是 发 展 了 越 来 越 多 的 免疫 分 析 方法 〈 表 9. 6)。 反 映 在 不 断 加 强 的 环境 立法 上 环境 意识 的 提高 现 
在 使 得 普通 的 常规 环境 测试 成 为 可 能 ， 这 就 给 适合 的 分 析 技术 提供 了 现成 且 可 靠 的 市 场 。 


RIG 用 于 选择 和 定量 食物 样品 中 的 特定 杀 虫 剂 的 一 些 酶 免疫 分 析 系统 


[Ij 谷物 碾 碎 ,用 甲醇 -水 提取 20pg/kg 
LILIJ 鸡蛋 除去 蛋 沉 ,均一 化 ,稀释 6ng/ml 


BED 牛奶 .果汁 不 用 处 理 0. 03pg/kg 
ARIE TH 用 DMF Jk si FMR 0. 3p8/kg 
amas RATA AG 不 用 处 理 2ng/ml 
Difenzoquat 小 麦 和 大 麦 产物 用 HCI 提取 lóng/g 
左旋 咪唑 肉 .牛奶 在 缓冲 液 中 均一 化 ( 肉 ) lug/kg 
methoprene 小 麦 RIP SG Z HR G0pg/kg 
Triadimefon 水 果 用 甲醇 提取 2. Ang/ml. 


Ha 一 些 食物 〔 例 如 牛奶 和 果汁 ) 由 于 它们 的 特性 能 被 直接 分 析 。 在 其 他 情形 中 〈 例 如 肉 ) 必须 首先 
经 过 适合 的 杀 虫 剂 提取 步骤 ， 再 测试 提取 物 。 

源 自 Dankawardt A & Hock B (1997), Food Technol. Biotechnol. , 35 (3)，170. ， 已 做 了 部 分 修改 。 

免疫 分 析 在 药物 测试 方面 也 占有 一 席 之 地 。 检 测 药品 的 存在 〈 尤 其 是 在 运动 员 和 医院 急诊 危 
重病 人 的 药物 滥用 中 ) 具有 很 明显 的 重要 性 。 这 些 测试 使 用 血清 或 尿 样 更 普遍 )， 最 普通 的 目 
标 分 析 物 包括 多 种 代谢 的 类 固 醇 、 安 非 他 明 、 麻 醉 剂 、 可 卡 因 代谢 物 、 美 沙 酮 和 巴 比 妥 酸 盐 。 


9.4.8 基于 乳胶 和 其 他 的 免疫 分 析 系 统 


除了 经 典 的 RIA 和 EIA 外 ， 也 发 展 了 其 他 免疫 分 析 形 式 。 基 于 乳胶 的 和 基于 膜 的 免疫 
分 析 代表 了 两 种 其 他 系统 。 

基于 聚 苯 乙 烯 的 乳胶 物质 的 单一 球形 颗粒 ， 在 各 种 免疫 学 为 基础 的 诊断 系统 中 得 到 了 广泛 应 
用 。 大 部 分 乳胶 由 聚 苯 乙 烯 制造 ， 通 常 使 用 的 颗粒 直径 在 0. 1 一 1. lpm 之 间 。 因 此 单个 的 乳胶 颗 
粒 对 于 没有 辅助 设施 的 人 眼 是 看 不 到 的 。 乳 胶 与 蛋白 质 溶液 的 黎 育 导致 蛋白 质 分 子 吸附 在 乳胶 颗 
粒 表面 。 另 外 ， 各 种 反应 基 团 最 初 也 可 引进 到 乳胶 内 ， 这 就 使 蛋白 质 能 够 与 这 些 颗粒 共 价 连接 。 

包 被 着 抗体 的 乳胶 颗粒 可 被 用 来 检测 生物 样品 中 存在 特异 抗原 。 相 反 ， 用 包 被 特异 抗原 
的 乳胶 颗粒 可 用 于 检测 识别 特异 抗原 的 抗体 的 存在 。 基 于 乳胶 的 诊断 系统 依赖 于 抗原 -抗体 
反应 的 内 在 特异 性 ， 和 促进 乳胶 颗粒 凝集 的 抗体 结合 的 双 功 能 特性 。 乳 胶 颗 粒 被 红细胞 代替 
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的 一 些 诊断 试剂 盒 也 得 到 了 应 用 。 

像 图 9. 17 说 明 的 ， 当 包 被 了 由 特异 抗原 产生 的 抗体 的 乳胶 颗粒 与 含有 那个 抗原 的 生物 样品 共 
孵育 时 ， 接 下 来 的 抗原 -抗体 反应 导致 了 乳胶 颗粒 大 聚集 体 的 形成 ， 也 就 是 乳胶 聚集 物 。 抗 原 有 效 
地 作为 相 邻 乳胶 颗粒 的 桥梁 。 当 新 凝集 的 颗粒 在 肉眼 下 清晰 可 见 时 ， 凝 集 的 过 程 就 明显 可 见 了 。 


sity Ett 


包 被 着 抗体 的 乳胶 颗粒 ”+ 样品 中 存在 的 抗原 — AMRAN 
@ 
“9008o YY 
yY EER 
包 被 着 抗原 的 乳胶 颗粒 ”+ 样品 中 存在 的 抗体 一 PRAE 


0 


图 9.17 乳胶 凝集 分 析 系 统 
在 (a) 中 乳胶 颗粒 已 被 抗体 包 被 。 检 测 样品 中 适合 抗原 的 存在 导致 乳胶 颗粒 的 凝集 。 存 在 的 抗原 有 
效 地 作为 邻近 乳胶 颗粒 之 间 的 桥梁 。 在 〈b) 中 乳胶 颗粒 已 被 抗原 包 被 。 在 这 种 情况 下 分 析 样 品 中 适 
合 抗 体 的 存在 导致 了 乳胶 的 聚集 ， 也 就 是 抗体 作为 邻近 乳胶 颗粒 之 问 的 桥梁 ， 凝 集 可 通过 视觉 轻易 可 见 


事实 上 ， 这 些 分 析 系 统 是 通过 把 待 分 析 生物 样品 与 样品 抗体 或 抗原 包 被 的 乳胶 混合 起 来 
启动 的 。 如 果 样 品 含有 适合 的 抗原 或 抗体 ， 乳 胶 就 会 凝集 。 当 同 源 的 牛奶 状 的 乳胶 混合 物 形 
成 更 大 的 颗粒 状 时 ， 凝 集 过 程 在 视觉 上 可 见 。 凝 集 的 乳胶 颗粒 与 离散 的 沙子 看 上 去 很 相似 。 

由 于 多 种 原因 ， 基 于 乳胶 的 分 析 应 用 很 普遍 ， 最 显著 的 原因 是 获得 结果 的 速度 和 很 少 甚至 不 需 
要 专门 仪器 。 屯 胶 分 析 通 常 在 塑料 包 被 的 卡片 上 进行 。 这 些 卡 片 在 表面 上 有 一 系列 圆 形 缺口 。 乳 胶 
和 待 检测 样品 共同 孵育 在 一 个 这 样 的 表面 缺口 中 ， 然 后 卡片 轻 轻 地 前 后 摇摆 以 确保 乳胶 和 样品 的 持 
续 混 合 。 相 对 于 典型 的 ELA 需要 2h 出 结果 来 说 ， 如 果 凝 集 发 生 了 ， 在 3 一 5min 内 就 可 看 到 。 

乳胶 测试 基本 上 是 定性 的 。 可 通过 分 析 一 系列 的 含有 抗原 的 样品 稀释 物 ， 直 到 凝集 不 再 
发 生来 进行 半 定 量 估计 。 在 这 样 的 系统 中 ， 促 进 凝 集 所 需要 的 最 低 的 抗原 浓度 是 由 分 析 一 系 
列 的 抗原 标准 品 稀释 物 来 决定 的 。 干 扰 物 质 的 存在 ， 尤 其 是 在 未 稀释 的 血 或 尿 样 中 ， 在 某 些 
情况 下 可 能 产生 假 阳性 结果 。 

已 经 发 明了 大 量 的 基于 乳胶 的 分 析 系 统 ， 许 多 得 到 了 广泛 应 用 。 有 用 的 基于 乳胶 诊断 系 
统 的 例子 包括 设计 用 来 检测 怀孕 、 各 种 感染 因子 的 那些 系统 和 检测 与 关节 炎 相 关 的 各 种 血清 
因子 的 系统 。 

在 移植 入 受精 卵 不 入， 人 胎盘 就 开始 合成 和 分 泌 人 绒毛 膜 促 性 腺 激素 〈human chorion- 
ic gonadotrophin, hCG, 第 7 章 )，hCG 在 健康 没有 怀孕 的 妇女 体内 并 不 合成 ， 但 是 这 种 激 
素 在 剑 孕 妇女 的 血清 和 尿 中 都 能 发 现 ， 因 此 hCG 成 为 怀孕 的 理想 诊断 标志 。 因 为 尿 样 可 以 
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很 方便 地 收集 ， 可 以 在 怀孕 妇女 尿 中 检测 出 的 事实 使 它 更 加 令 人 满意 。 

很 多 最 初 基 于 hCG 的 怀孕 检测 分 析 是 以 生物 分 析 为 基础 的 。 包 括 将 尿 样 注射 到 未 成 熟 
的 内 性 兔子 或 大 鼠 体 中 ， 这 些 动物 卵泡 的 生长 和 成 熟 表 明 hCG 存在 ， 也 就 是 怀孕 了 。 现 代 
的 怀孕 检测 技术 事实 上 是 基于 尿 样 中 hCG 的 免疫 学 检测 。 除 了 基于 乳胶 的 颗粒 凝集 分 析 ， 
RIA 和 ELISA 系统 也 可 使 用 。 

大 多 数 基于 乳胶 的 怀孕 检测 系统 利用 包 被 着 抗 -hCG 抗体 的 乳胶 ， 这 样 尿 样 中 存在 hCG 
促进 乳胶 粒子 的 凝集 。 这样 的 系统 被 命名 为 直接 分 析 系统 ， 其 原理 在 图 9. 18 (a) 中 说 明 。 

其 他 以 乳胶 为 基础 的 间接 检测 试剂 盒 利 用 包 被 hCG 的 乳胶 颗粒 。 在 这 样 的 间接 分 析 系 
统 中 ， 三 种 成 分 共同 多 育 在 一 起 。 最 初 ， 抗 -hCG 抗体 与 尿 样 姥 育 在 一 起 ， 然 后 加 入 乳胶 颗 
粒 ， 如 果 样 品 来 自 于 怀孕 妇女 ， 样 品 中 存在 的 hCG 就 会 与 抗 -hCG 抗体 结合 。 这 样 所 有 的 游 
离 hCG 和 抗 -hCG 抗体 就 清理 干净 了 。 因 此 在 这 种 情况 中 ， 除 了 加 入 的 乳胶 粒子 ， 看 不 到 凝 
集 ， 该 过 程 在 图 9.18 (a) 中 说 明 。 

另 一 方面 ， 如 果 这 种 间接 分 析 系 统 的 样品 来 自 于 非 怀孕 的 妇女 ， 提 供 的 尿 样 中 就 没有 


< 2$ < 
1 x S g 抗体 -抗原 结合 | 


抗 -hCG Sansa hCG 


dede PE 


hCG 包 被 的 乳胶 粒子 
当 剑 孕妇 女 的 尿 样 中 含有 hCG BY. BENE 


不 发 生 。 在 诊断 试剂 全 中 有 效 地 除去 搞 - 
xO «o * hCG 抗体， 游离 的 抗 -hCG IR E 
«o 进 hCG (RT F PORE 


Fu hCG 包 被 的 乳胶 粒子 


< 
< + 尿 样 中 没有 hCG 
< 
< 


抗 hCG 抗体 因为 没有 怀孕 的 妇女 尿 中 不 含有 
hCG， 乳 胶 颗 粒 的 聚集 就 会 发 生 . 扩 
hCG 抗体 结合 到 包 被 着 hCG 的 乳胶 
RTE ERRE 


(5) 
图 9.18 以 乳胶 为 基础 的 间接 怀孕 检测 系统 


(a) 当 检测 来 自 于 怀孕 妇女 的 尿 样 时 发 生 的 一 系列 事件 ; (b) 当 检 测 来 自 于 
非 怀孕 妇女 的 尿 样 时 发 生 的 一 系列 事件 


(a) 
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hCG。 这 样 ， 最 初 与 尿 样 混合 的 抗 -hCG 抗体 的 结合 位 点 就 一 直 空 着 。 因 此 在 这 种 情况 下 ， 
一 加 入 hCG 包 被 的 乳胶 粒子 之 后 就 会 观察 到 凝集 [图 9. 18 (b)]。 

多 种 感染 因子 的 存在 也 可 通过 多 种 基于 乳胶 的 系统 来 指明 ， 多 种 这 样 的 系统 利用 包 被 着 
能 识别 与 感染 因子 相关 抗原 的 抗体 的 乳胶 颗粒 。 但 是 这 样 的 系统 也 可 利用 直接 包 被 着 抗原 的 
乳胶 颗粒 。 这 些 颗粒 的 凝集 表明 分 析 血 清 样品 中 存在 抗 -抗原 的 抗体 。 当 然 ， 这 也 表明 测试 
个 体 已 经 接触 了 被 怀疑 的 感染 因子 ， 并 对 它 产 生 了 免疫 应 答 。 

这 些 商 业 上 可 用 的 基于 乳胶 系统 的 例子 包括 检测 乙 型 肝炎 (乙肝 )、 梅 毒 和 HIV 的 系 
统 。 大 部 分 乙肝 乳胶 凝集 检测 是 基于 血样 与 包 被 着 乙肝 表面 抗原 产生 的 抗体 的 乳胶 颗粒 。 凝 
集 表明 样品 中 存在 乙肝 颗粒 。 

一 些 基于 乳胶 的 梅毒 检测 利用 包 被 着 抗原 的 乳胶 颗粒 ， 抗 原 纯化 自 梅毒 螺旋 体 Trep- 
onema pollidum)， 梅 毒 的 致 病因 子 。 如 果 分 析 血 样 中 含有 抗 这 种 细菌 的 抗体 ， 凝 集 就 会 发 
生 。 血 样 中 这 些 抗体 的 存在 表明 样品 供 者 已 经 接触 了 梅毒 螺旋 体 。 大 多 数 基于 乳胶 的 HIV 
检测 使 用 包 被 着 重组 HIV-1 抗原 的 乳胶 粒子 。 

几 种 基于 乳胶 的 诊断 检测 在 风湿 病 学 中 也 得 到 了 广泛 应 用 。 这 样 的 系统 包括 那些 用 来 检 
测 类 风湿 因子 (rheumatoid factor, RF) 和 C 反应 蛋白 (C-reactive protein, CRP) 存在 的 
系统 。 类 风湿 因子 是 与 人 IgG 特异 结合 的 自身 抗体 ，CRP 是 一 种 血清 蛋白 ， 在 急性 感染 之 
后 其 浓度 会 增高 几 百 倍 。 


9.4.9 与 膜 相 结 合 的 诊断 系统 


固定 在 膜 (例如 硝酸 纤维 素 膜 ) 上 的 抗体 ， 也 可 用 作 诊 断 试剂 。 由 于 经 过 深思 熟 虑 的 设 
计 ， 这 些 系统 大 大 提高 了 使 用 的 简便 性 ， 尤 其 是 设计 用 来 检测 怀孕 的 系统 。 这 一 点 在 下 面 以 
膜 为 基础 的 hCG 检测 系统 的 总 结 中 会 说 明 。 这 种 和 其 他 相似 的 系统 已 经 应 用 很 普遍 ， 通 常 
由 药剂 师 或 其 他 销路 在 柜台 上 出 售 。 

在 这 个 系统 中 ， 两 行 很 细 的 抗体 以 交叉 形式 喷洒 在 硝酸 纤维 素 表面 〈 图 9.19)。 这 个 过 
程 通过 专门 的 工业 喷洒 设备 来 完成 。 沿 着 一 条 线 的 抗体 特异 结合 hCG， 沿 着 另 一 条 线 的 抗 
体 结合 碱 性 磷酸 酶 。 当 然 ， 这 个 步骤 中 两 个 抗体 线 对 人 眼 来 说 都 是 看 不 到 的 。 这 个 系统 中 另 
一 个 成 分 是 耦 联 着 碱 性 磷酸 酶 (alkaline phosphatase, AP) 的 抗 -hCG 抗体 的 冻 干 制品 。 测 
试 尿 样 用 于 重建 这 个 抗体 - 酶 硝 联 物 。 然 后 重建 的 耦 联 物 与 膜 表 面 进行 接触 。 

来 自 于 非 怀孕 妇女 的 尿 样 不 含有 hCG。 因 此 ， 由 尿 样 重建 的 抗体 - 酶 耦 联 物 的 hCG 结合 位 点 
没有 被 占领 。 当 样品 与 膜 表 面 接触 时 ， 耦 联 物 通过 AP 结合 到 抗 -AP 抗体 线 上 (图 9. 19 中 的 线 
1)。 因 为 在 尿 样 中 不 存在 hCG， 没 有 东西 结合 到 抗 -hCG 抗体 线 上 (图 9. 19， 线 2)。 

为 了 除去 未 结合 的 物质 ， 冲 洗 膜 之 后 ， 

把 它 浸 到 含有 了 碱 性 磷酸 酶 生 色 底 物 例如 抗 hCG 抗 体 

PNPP 的 溶液 中 。 由 于 存在 结合 的 AP, 沿 C ”| 一 一 Wen 

着 抗 -AP 抗体 的 线 就 会 看 到 颜色 形成 [图 

9.20 (a)]。 由 于 没有 hCG, WHR 2 没有 

颜色 形成 。 这 样 负 C) 标志 就 产生 了 表 

明 这 位 女性 没有 怀孕 。 抗 - 碱 性 碳酸 酶 抗体 线 D 
另 一 方面 ， 怀 孕 的 妇女 中 确实 存在 图 9. 19 MAAR (hCG) 检测 系统 
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ED ET SLIP HIN 
(R-APELE) BBT HERRA 

D + 上 ， 没 有 结合 1 
物质 按 下 来 通过 

Tieton ni) ESERE 


PE- RIL PEAR LE 
未 怀孕 妇女 的 尿 液 中 


9 WRT RN ID REOR 1 
被 带 留 。 加 入 生 色 底 物 仅 
仅 导 致 洽 着 这 条 线 颜色 形 
成 (这 是 阴性 标志 ， 表 明 
该 妇女 未 怀孕 ) 
(a) 


说 明 
= BEER i hCG I MNA 
线 1 
( 搞 -AP 抗 体 ) 
>» 总 


( 抗 -hCG 抗体) 


抗体 - 酶 粗 联 物 溶解 在 怀孕 妇女 的 尿 
样 中 (也 就 是 含有 hCG) ， 这 样 就 形成 
了 hCG- 抗体 -AP 复合 物 


hCG- 抗体 -AP 复合 物 滞留 在 两 条 抗 
体 线 上 。 通 过 AP 结合 到 线 1 上 ， 通 过 


hCG 结合 到 线 2 上 。 使 用 生 色 底 物 分 析 


AP 活性 导致 治 着 两 条 线形 成 颜色 (这 


是 阳性 标志 ， 表 明 该 妇女 怀孕 ) 


) 


说 明 
= 碱 性 碘 酸 梅 - 抗 - hCG 复合 抗体 


=hCG 


9.20 MEA hCG (怀孕) 检测 试剂 盒 的 原理 
(a) 妇女 没有 怀孕 产生 的 结果 ; (b) 妇女 怀孕 产生 的 结果 
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hCG, hCG 被 结合 到 在 尿 中 重建 的 酶 -抗体 耦 联 物 上 。 在 这 种 情况 下 ， 耦 联 物 一 接触 到 膜 表 
面 ， 就 会 与 两 条 抗体 线 结合 。 通 过 AP 分 子 耦 联 物 结合 抗体 线 1， 因 为 hCG 作为 桥梁 ， 结 合 
到 线 2 〈 也 就 是 抗 -hCG 抗体 线 )。 像 图 9. 20 (b) 中 说 明 的 那样 。 在 这 种 情况 下 ， 膜 浸入 到 
成 色 溶液 中 导致 沿 着 两 条 线形 成 颜色 ， 也 就 是 得 到 了 正 (+) 标志 ， 表 明 怀 孕 。 
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第 10 章 
工业 酶 概述 


10.1 工业 ® 


前 几 章 主 要 介绍 了 蛋白 质 在 治疗 诊断 或 分 析 中 的 应 用 ， 这 些 蛋 白质 一 般 产量 小 ， 纯 度 
高 ， 且 作为 医疗 保健 产品 一 般 较 贵 ， 因 此 经 济 因素 在 生产 和 销售 中 并 不 重要 。 本 章 〈 及 以 后 
的 两 章 ) 将 探讨 一 组 不 同 的 蛋白 质 ， 即 工业 酶 或 称 批量 酶 ， 这 类 酶 包括 淀粉 酶 、 纤 维 素 酶 、 
木质 纤维 素 降解 酶 、 果 胶 酶 、 蛋 白 酶 、 脂 肪 酶 、 肌 醇 六 磷酸 酶 、 青 霉 素 酰基 转移 酶 和 环 糊 精 
粮 基 转移 酶 。 这 些 酶 的 大 部 分 为 水 解 去 聚合 酶 ， 与 用 于 治疗 和 诊断 的 酶 不 同 ， 工业 酶 一 般 产 
量 很 大 ， 每 年 有 上 千 甚 至 上 万 千克 的 产量 ， 并 且 一 般 只 加 工 到 一 定 程度 。 此 外 ， 多 数 情况 
下 ， 经 济 因素 如 生产 成 本 在 商业 运作 中 起 很 重要 的 作用 CR 10. 1)。 


表 10.1 工业 酶 与 医疗 保健 用 蛋白 的 比较 


生产 量 小 
纯化 程度 均 高 


生产 量 大 
部 分 酶 纯化 程度 高 


经 济 是 重要 因素 经 济 因 索 居 第 二 位 ,产品 功能 是 最 重要 的 
功能 是 催化 功能 众多 ,如 激素 、 生 长 因子 .细胞 分 裂 素 .调节 因子 ,血液 因子 、 疫 苗 、 抗 体 ` 酶 
多 数 来 源 于 微生物 和 重组 产品 多 数 来 源 于 人 和 动物 及 重组 产品 


多 数 是 胞 外 产物 胞 内 或 胞 外 产物 


工业 酶 被 应 用 在 很 多 生物 技术 过 程 中 ， 像 酿造 、 制 酒 、 奶 酷 生产 等 很 多 技术 有 着 很 久远 
的 历史 ， 在 这 些 制造 过 程 中 ， 人 们 不 自觉 地 应 用 微生物 作为 所 需 酶 的 来 源 ， 用 来 将 底 物 转化 
为 酒精 、 奶 酷 等 最 终 产品 。 对 这 些 过 程 分 子 水 平 的 深入 理解 ， 推 动 了 之 后 在 特定 工业 过 程 纯 
化 酶 的 应 用 。 

制备 的 酶 普遍 被 应 用 于 酿造 、 面 包 制 作 、 淀 粉 加 工 和 奶 酷 制 造 工业 〔 表 10. 2)。 这 些 酶 
的 应 用 也 推动 了 许多 其 他 生物 技术 过 程 ， 这 些 过 程 能 生产 更 广泛 的 重要 工业 产品 ， 如 酶 也 应 
用 于 生产 甜 味 品 ， 改 进食 品 的 味道 、 纹 理 和 外 观 ， 应 用 于 肉 品 嫩 化 ， 啤 酒 、 葡 萄 酒 、 果 汁 证 
清 及 清洁 剂 制备 。 图 10. 1 概括 了 工业 酶 的 主要 工业 应 用 。 
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表 10.2 一 些 重要 的 工业 酶 的 传统 来 源 与 工业 应 用 


a- 泻 粉 酶 Bacillus amylolique faciens 


水 解 淀粉 的 a-1-4- 链 ,用 于 液化 及 减 
Bacillus licheni formis STE 
Bacillus subtilis 
Aspergillus oryzae 
pues Bacillus polymyza BRUM E I AE IF WE 
Bacillus circulans 
KR 
LLLI] Aspergillus niger. 水 解 淀粉 生成 葡萄 糖 
Rhizopus spp. 
老 芽 糖 酶 Bacillus spp. MK o-1-6- BEEN BE 
Aerobacter aerogenes 
Klebsiella spp. 
M A DESE HO E Bacillus coagulans AR E Pe GE W W SG SRE E 
Bacillus stearothermophilus wk 
Streptomyces spp. 
Arthrobacter 
PAN Bacillus coagulans TIES PEU RC IL 


Streptomyces spp. 
Saccharomyces spp- 
Aspergillus spp. 
THE Saccharomyces spp. AA P MG EIE 
纤维 素 酶 . 半 纤维 素 栈 Trichoderma spp. aM A EF RIR I TE 
Sporotrichum cellulophilum 
Actinomyces spp- 

Aromonas spp. 

Aspergillus niger 


果 胶 酶 Aspergillus niger [TIT] 
Fusarium spp. 

anm ELIT] 酶 解 蛋白 ,广泛 用 于 清洁 剂 和 酿造 、 面 
Bacillus amylolique faciens 包 制作 和 肉 制品 后 化 等 过 程 


Bacillus subtilis 
Streptomyces spp. 
Aspergillus oryzae 


由 动物 获得 如 小 牛 胃 

脂肪 酶 Mucor spp. 酶 解 脂 肪 ,用 于 奶 制品 工业 改善 气味 ， 
Myriococcum spp. 也 用 于 制造 清洁 剂 
动物 胰腺 


0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 
比率 


图 10.1 使 用 工业 酶 的 主要 产品 与 工艺 以 及 这 些 酶 在 总 酶 市 场 中 占有 的 份额 
其 他 包括 淀粉 加 工 〈4%6)、 面 包 /糖果 工业 (5%), EXIIT OX). 复制 (已 修改 ) Bs Rehm, et 
al (1999), Biotechnology a Multi Volume Comprehensive Treatise, Vol. 5a, 191, Wiley-VCH, Weinheim 
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10.1.1 工业 酶 的 商业 价值 


到 20 世纪 90 年 代 末 ， 世 界 工业 酶 年 产值 达 15 亿美 元 ， 约 为 80 年 代 示 的 两 倍 ， 蛋 白 酶 
约 占 市 场 份额 的 50%， 糖 降解 酶 占 余下 的 大 部 分 ( 表 10. 3) 。 酶 销售 持续 增长 的 原因 可 能 有 
两 个 (图 10. 2)， 一 是 经 济 因素 ， 如 世界 经 济 的 增长 ;另外 是 先进 技术 的 应 用 ， 如 基因 工程 
对 酶 生产 的 影响 ， 新 酶 应 用 技术 的 开发 。 当 新 型 工业 酶 如 肌 醇 六 磷酸 酶 和 环 糊 精 糖 基 转 移 酶 
(其 他 见 表 10. 3) 的 综合 销量 不 错时 ， 它 们 的 市 场 价值 在 随后 几 年 将 直线 上 升 。 主 要 的 工业 
酶 生产 厂商 列 于 表 10.4, Novo Nordisk 是 世界 酶 制剂 的 最 大 供应 商 ， 它 有 约 600 种 不 同 酶 
制剂 ， 可 用 于 清洁 剂 、 动 物 饲料 、 酒 精 、 和 葡萄酒、 酿造、 烘焙、 果汁 、 皮 革 、 纸 浆 、 造 纸 、 
食品 和 纺织 工业 。 


表 10.3 工业 酶 全 球 年 销售 额 ‘a 


蛋白 酶 
OR 
EM 
脂肪 酶 
半 纤 维 素 酶 
葡萄 精 精 化 酶 
果 胶 酶 
乳糖 酶 
‘i PH 
REM 
其 他 


15 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 
er 


15 图 10.2 全 球 工 业 酶 市 场 销售 走势 
依 全 球 年 销售 额 估 计 ，1970 一 2000 年 ， 
由 多 种 资料 汇总 而 成 


表 10.4 主要 工业 酶 生产 厂家 和 网 页 地 址 


http://www. novo. dk 


Novo Nordisk( 丹 麦 ) 
Gist-Brocades( ff) (part of the DSM group, the Netherlands) 
Genencor Int. (美国 ) 

Solvay( 比 利 时 ) 

Danisco Cultor( 芬 兰 ) 


http://www. dsm. nl/ 
http://www. genencor. com/gciinternet. nsf 
Industrial enzyme business sold to Genencor 


http://www. cultor. fi 


10.1.2 工业 酶 传统 〈 非 重组 ) RR 


大 部 分 工业 酶 来 源 于 微生物 ， 生 产 菌 株 是 一 般 公 认 安 全 (GRAS) 的 微生物 家 族 的 成 
员 ， 这 种 工业 酶 主要 由 细菌 或 真菌 生产 ， 绝 大 部 分 属于 杆菌 、 曲 霉菌 属 ( 表 10. 2) 。 

杆菌 类 作为 重要 工业 酶 的 传统 来 源 有 很 多 原因 : 

(D 除去 蜡 状 芽孢 杆菌 ， 它 们 都 是 安全 无 害 的 ， 并 且 在 自然 界 中 分 布 广泛 ; 
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@ 它们 易 在 相对 便宜 的 培养 基 中 培养 ; 
@ 杆菌 属 能 大 量 生产 所 需 的 酶 ， 且 大 部 分 可 分 泌 到 胞 外 的 发 醉 液 中 ， 胞 外 酶 极 大 简化 


了 随后 的 产品 回收 和 纯化 过 程 〈 见 第 3 章 )。 
各 种 各 样 的 曲霉 菌 属 由 于 显示 出 优 于 杆菌 的 特性 也 用 于 酶 的 生产 。 少 数 重要 工业 酶 也 可 


由 酵母 生产 得 到 。 
可 选 的 用 于 生产 的 微生物 一 般 需 经 过 初步 的 筛选 。 很 多 野生 菌 通过 这 样 的 方法 被 筛选 出 
来 ， 刚 开始 目的 酶 产量 可 能 较 小 ， 在 传统 上 ， 可 用 优化 菌株 的 方法 提高 产量 ， 例 如 突变 后 进 


行 高 产 菌株 筛选 (第 2 章 )。 
10.1.3 基因 工程 对 酶 生产 的 影响 


基因 工程 对 工业 酶 生产 一 直 都 有 较 大 影响 ， 从 20 世纪 80 年 代 以 来 ， 主 要 的 酶 生产 厂商 
开始 建立 由 重组 方法 生产 特定 工业 酶 的 研究 计划 。 第 一 个 应 用 于 生产 的 重组 产品 出 现 于 20 
世纪 80 年 代 后 期 ， 现 在 ， 大 部 分 工业 酶 是 由 重组 技术 生产 出 来 的 。 重 组 生产 战略 不 仅 使 用 
同 源 表达 系统 ， 也 应 用 异 源 表达 系统 CR 2 章 )。 表 10. 5 列 出 了 一 些 商业 化 了 的 重组 工业 酶 
的 例子 。 
表 10.5 一 些 由 DNA 重组 技术 生产 的 栈 


7 


小 牛 胃 细 胞 Kluveromyces lactis 


Gist-Brocades 
Gist-Brocades 


 WAM EDITT 


Maxiren 


Rhizopus miehei Aspergillus oryzae 


Optiren KAN 奶酪 制造 
Natuphos WMA RAR | 动物 饲料 添加 剂 | Gist-Brocades | Aspergillus niger Aspergillus niger 
Lipolase MM 清洁 剂 的 添加 剂 | Novo Nordisk | Humicola languinosa | Aspergillus oryzae 
Lipomax NUM 清洁 剂 的 添加 剂 | Gist-Brocades | Pseudomonas alcaligenes | Pseudomonas alcaligenes 
Lumafast 脂肪 酶 清洁 剂 的 添加 剂 | Genencor | Pseudomonas mendocina Bacillus sp. 
Duramyl 淀粉 栈 MEIN ASSUM. | Novo Nordisk | Bacillus licheni formis Bacillus sp. 
Purafect OxAm 淀粉 酶 清洁 剂 的 添加 剂 | Genencor | Bacillus licheni formis. 未 列 出 
Carezyme 纤维 素 酶 清洁 剂 的 湛 加 剂 | Novo Nordisk | Humicola insolens Aspergillus oryzae 

重组 方法 生产 工业 酶 比 传统 〈 非 重组 ) 法 显示 了 很 多 潜在 优势 ， 这 些 优势 包括 : 

(D 可 得 到 较 高 表达 ; 

@ 生产 一 般 显示 较 高 的 纯化 水 平 ， 

@ 成 本 低 ; 


QD 异 源 表 达 有 利于 由 易 致 病菌 / 非 安全 菌 生产 酶 的 商业 化 ; 

C) 可 用 蛋白 质 工程 改变 酶 的 性 质 。 

增强 启动 子 可 使 目的 基因 多 拷贝 ， 可 以 得 到 重组 产物 的 高 表达 (第 2 章 )。 表 达 水 平一 
般 达 细胞 总 蛋白 的 10%~~30%， 也 曾 有 报道 表达 水 平 能 达到 50%。 重 组 产物 总 是 微生物 的 
胞 外 分 泌 物 。 目 的 酶 的 高 水 平 重组 产物 在 技术 和 经 济 方面 有 许多 显而易见 的 优势 ， 包括: 

(D 批 式 发 酵 的 规模 可 以 充分 增 大 ， 从 而 减少 上 游 和 下 游 生产 成 本 ; 

@ 缩减 生产 体积 可 以 减少 废物 和 副 产 物 的 量 ， 从 而 能 减少 成 本 ， 对 环境 也 友好 ， 

O 高 表达 水 平 可 减少 杂 蛋 白 : 目标 蛋白 处 于 发 酵 培 养 基 中 ， 可 得 到 初始 纯度 较 高 的 


产品 。 
表 10.6 概括 了 重组 法 与 非 重组 法 生产 “- 半 乳糖 苷 酶 的 比较 ， 可 以 说 明 以 上 特点 。 
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表 10.6 重组 法 (面包 醇 母 ) 和 非 重组 法 生产 a- 半 乳糖 苷 酶 ?分 离 过 程 的 比较 


纯化 工序 
生物 量 /t 
酶 活力 /kU + gt 
醉 母 细胞 碎片 / 
WIE 
磷酸 钾 /t 
氧化 铝 吸收 剂 /t 
Me 
水 /ms 
电 /kwh 
(D 原文 为 a-glucosidase， 可 能 有 误 一 一 译 者 注 。 


ik. 经 许可 引 自 Kopetzki et al (1994), Clinical Chemistry, 40, 688—704, 

高 表达 水 平 也 使 在 自然 条 件 下 由 致 病 及 特殊 微生物 表达 水 平 较 低 的 酶 ， 难 培养 或 培养 成 
本 较 高 微生物 所 产 的 酶 达到 工业 生产 规模 ， 成 为 商业 产品 。 例如， 原来 由 嗜 热 厌 氧 菌 
(Thermoanaerobacter) HE Á fA Jk fF F AE P 38 A AAR ME 6 1 Bp CAS 12 章 )， 现 在 由 Novo 
Nordisk 公司 经 浸 麻 芽孢 杆菌 (Bacillus macerans) 生产 ， 达 到 商业 化 水 平 〈 表 10. 5) 。 重 组 
DNA 技术 也 明显 促进 了 非 微生物 产 酶 工业 化 规模 的 扩大 。 例 如 ， 凝 乳 酶 可 在 各 种 各 样 的 微 
生物 体系 中 重组 生产 〈 表 10.5). 


10.1.4 工程 酶 


重组 DNA 技术 使 人 们 可 以 按照 预先 的 设计 来 改造 酶 的 氨基 酸 顺 序 。 蛋 白质 工程 (第 1 
章 ) 可 以 改造 一 般 的 酶 使 其 适合 特定 的 工业 用 途 。 因 此 已 商业 化 的 主要 产品 是 那些 增加 了 抗 
氧化 性 ， 进 而 提高 了 其 在 漂白 剂 中 的 稳定 性 和 功效 的 酶 〈 表 10.7)。 这 些 在 以 后 的 几 章 将 会 
更 详尽 地 讨论 。 此 外 蛋白 质 工程 对 酶 工业 还 有 其 他 意义 ， 包 括 提高 淀粉 制造 过 程 中 淀粉 酶 的 
热 稳定 性 〈 第 11 章 )， 使 蛋白 酶 具有 更 广泛 的 底 物 选择 性 清洁 剂 用 )， 提 高 酶 在 表面 活性 
剂 存在 时 的 稳定 性 〈 清 洁 剂 用 ) 等 。 


表 10.7 用 定点 突变 改变 氨基 酸 序 列 ， 提 高 抗 氧 化 性 ， 扩 大 工业 用 途 的 清洁 剂 用 酶 


抗 氧化 a- 淀 粉 酶 
抗 氧化 a- 淀粉 酶 
抗 氧化 脂肪 酶 
抗 氧化 脂肪 酶 
抗 氧化 蛋白 酶 
抗 氧 化 蛋白 酶 


Genencor Int. 
Novo Nordisk 
Gist-Brocades 
Novo Nordisk 
Gist-Brocades 
Novo Nordisk 


Purafect 0x Am 
Duramyl 
Lipomax 


Lipolase ultra 


Maxapem 


Everlase 


10.2 固定 化 酶 


大 量 应 用 在 工业 加 工 过 程 的 酶 在 完成 催化 反应 后 未 回收 。 然 而 以 固定 化 酶 形式 存在 的 有 
些 酶 可 以 在 催化 反应 后 回收 ， 从 而 促进 了 酶 制备 时 的 重复 利用 ， 具 有 很 显著 的 经 济 利益 。 在 
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一 定 情况 下 使 用 固定 化 酶 还 是 游离 酶 取决 于 经 济 、 技 术 和 实际 情况 。 制 备 酶 费用 越 高 ， 越 倾 
向 于 使 用 固定 化 酶 。 当 然 同时 要 保证 固定 化 不 能 对 酶 的 稳定 性 、 反 应 动力 学 和 其 他 特性 产生 
不 良 影响 。 很 多 情况 下 比如 用 于 治疗 的 酶 或 使 用 大 量 粗 酶 的 工艺 过 程 );， 回 收 固定 化 酶 是 
不 实际 的 。 一 些 著名 的 应 用 固定 化 酶 的 工业 过 程 列 于 表 10.8。 酶 的 固定 化 方法 有 很 多 ， 包 
括 将 酶 包 埋 在 特定 基质 中 ， 或 键 合 在 不 溶 的 基质 上 (图 10. 3)。 


表 10.8 一 些 固定 化 工业 酶 的 应 用 及 所 催化 的 反应 


将 葡萄 糖 转化 为 果糖 

工 -乙酰 氨基 酸 脱 乙酰 基 

将 天 然 生产 的 青霉素 侧 链 转移 ,生成 65- 氨基 青 霉 酸 
水 解 乳 精 生 成 葡萄 糖 和 半 乳 糖 


生产 高 果糖 的 玉米 效 
生产 氨基 酸 
生产 半 合成 的 青霉素 
乳酸 水 解 


葡萄 糖 异 构 酶 
氨基 酸 酰 基 转移 酶 
PEER Me EM 
Jmm 


10.2.1 RBE 


OX 酶 可 以 包 埋 在 聚合 的 凝 胶 基质 内 ， 
^ ERES ERE UL I OC Re D 


©- 
+ 得 。 将 酶 包 埋 在 聚 丙烯 酰胺 或 聚 甲 基 丙 
a aai sess EL AE RE RIL DET. Oo TUR 


方式 吸附 在 载体 表面 以 共 价 键 连接 
MEMOIRE FECE. RES 25 DR — MEE E 
POE 够 小 到 能 将 酶 包 埋 ， 但 也 要 大 到 足够 使 
(O9 底 物 和 产物 能 够 自由 通过 。 酶 也 可 以 包 
MON 埋 在 工业 纤维 像 醋酸 纤维 形成 的 分 子 大 
NW 小 的 空隙 中 。 
包 胶 (encapsulation) 是 将 酶 包 埋 
FA RV FL MRR HE ELENE 在 球状 半 透 膜 内 。 小 分 子 ， 如 酶 作用 底 
物 、 畏 助 因子 和 产物 ， 必 须 能 自由 通过 
图 10.3 WEAR 膜 ， 而 酶 或 其 他 大 分 子 不 通过 膜 。 硝酸 
纤维 素 膜 和 酰胺 纤维 膜 都 较为 适用 。 
10.2.2 吸附 


酶 也 可 以 通过 结合 到 不 溶 的 基质 上 进行 固定 ， 现 在 已 经 开发 了 许多 吸附 的 方法 和 基质 ， 
最 简单 的 可 能 是 将 酶 物理 吸附 到 合适 的 载体 上 ， 通 过 将 酶 和 载体 混合 ， 在 适当 条 件 下 〈 离 子 
强度 、pH 值 、 温 度 等 ) 反应 达到 最 佳 吸附 。 这 些 相关 参数 一 般 由 经 验 确定 。 由 于 酶 和 介质 
表面 的 吸附 力 很 弱 ， 因 此 酶 从 载体 上 脱落 是 一 个 常见 的 问题 。 氢 氧化 铝 经 常用 于 吸附 法 固定 
化 酶 ， 许 多 酶 都 是 通过 这 种 方法 进行 固定 的 。 

酶 也 可 以 通过 与 带电 基质 离子 的 相互 作用 进行 吸附 。 离 子 交换 树脂 ， 如 DEAE- 纤 维 素 、 
DEAE- 交 联 葡 聚 糖 ， 可 用 于 带 负电 酶 的 固定 化 ; 而 如 CM- 纤 维 素 这 样 的 阳离子 交换 树脂 可 
用 于 带 正 电 酶 的 固定 化 。 这 种 固定 化 方法 技术 简单 ， 经 济 合算 ， 在 适当 条 件 下 酶 的 脱落 问题 
在 操作 柱 中 并 不 明显 。 这 种 固定 化 系统 可 通过 可 溶 酶 的 溶液 流 过 再 生 。 
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最 著名 的 用 DEAE- 交 联 葡 聚 糖 固定 化 的 工业 规模 酶 也 许 是 用 于 合成 生产 二 氨基酸 的 酰 化 氨 
基 酸 水 解 酶 。 葡 萄 糖 异 构 酶 也 可 以 用 此 方法 进行 固定 ， 但 是 葡萄 糖 异 构 酶 是 胞 内 酶 ， 一 般 用 戊 二 
醛 交 联 微生物 死 细 胞 〈 细 胞 碎片 ) 然后 成 球 来 制备 〈 表 10.9)。 制 备 时 球状 细胞 灌注 在 反应 柱 中 ， 
然后 葡萄 糖浆 液 从 柱 中 流 过 并 进行 反应 。 这 一 过 程 的 主要 缺点 是 固定 化 系统 的 机 械 稳定 性 相对 不 
够 。 大 约 1500t 的 固定 化 葡萄 糖 异 构 酶 每 年 可 以 生产 700 多 万 吨 高 价 果糖 浆液 第 1130. 


表 10.9 采用 交 联 破碎 或 完整 细胞 制备 固定 化 葡萄 糖 异 构 酶 〈 呈 现 胞 内 葡萄 糖 异 构 酶 活力 ) 


Bacillus coagulans 48 » 213% 5% — RE CGA) REY EH 
Actinoplanes missouriensis 细胞 与 凝 胶 混 合 ,与 GA 交 联 
Streptomyces olivaceus 细胞 与 聚 腕 和 GA 交 联 , 挤 压 
Arthrobacter globi formis 细胞 与 阳离子 和 阴离子 聚合 
Streptomyces phaechromogenes Bi GA 与 完整 死 细胞 交 联 


Novo Nordisk 
Gist-Brocades 
Miles Labs 
Icl 
Nagase 

较 常用 的 酶 固定 化 方法 还 有 酶 和 适当 不 溶 载体 间 的 共 价 交 联 ， 共 价 交 联 在 技术 上 比 其 他 
的 固定 化 方法 都 复杂 ， 并 且 需 要 许多 昂贵 的 化 学 试剂 而 且 耗 时 。 但 是 共 价 交 联 的 固定 化 酶 是 
非常 稳定 的 ， 酶 在 柱子 中 的 泄漏 最 小 。 

许多 不 同 的 共 价 交 联 固 定 化 方法 已 经 发 展 起 来 了 。 所 有 的 方法 都 在 一 个 特定 的 不 溶 载体 
表面 活性 基 团 和 一 个 蛋白 质 的 表面 特定 基 团 之 间 形 成 了 共 价 键 ， 而 后 者 (蛋白质 的 表面 特定 
基 团 ) 在 酶 催化 反应 中 不 应 该 是 必需 的 。 羟基 ( 糖 基 基 质 中 ， 如 纤维 素 、 葡 聚 糖 、 琼 脂 糖 ) 
常 参 与 形成 共 价 键 . 许多 氨基 酸 中 存在 的 氨基 、 羧 基 及 琉 基 也 可 形成 共 价 键 ( 表 10. 10)。 
图 10.4 列 出 了 典型 的 固定 化 酶 化 学 键 形 成 过 程 。 


3610.10. 包括 形成 共 价 键 时 作用 基 团 的 一 些 固 相 载体 环 氧 再 烷 基 团 
氨基 酸 残 基 


A 
(D) —e-es-a m, * nn- " 


pH2—9 


Q mora GG ii] " 
OH 


10.4 酶 与 含 活性 环 氧 基 团 的 固 相 载体 的 共 价 交 联 
交 联 反应 中 参与 最 多 的 酶 的 氧 基 来 自 
Wk ARAMA 


10.2.8 酶 的 安全 性 


20 世纪 60 年 代 ， 蛋 白水 解 酶 在 清洁 剂 的 制造 中 有 广泛 的 应 用 〈 第 11 章 )， 这 是 由 于 这 
一 时 期 在 世界 范围 内 蛋白 酶 销售 大 量 增长 造成 的 。 然 而 ， 到 20 世纪 60 年 代 末 ， 酶 加 入 到 清 
洁 剂 中 引起 很 大 的 争议 。 那 时 ， 粗 蛋白 酶 产品 被 干燥 ,粉碎 成 粉末 ， 使 用 这 些 粉 末 时 ( 酶 和 
清洁 剂 的 制造 工厂 以 及 终端 用 户 ) 常会 导致 大 量 粉尘 的 形成 。 吸 入 含 酶 的 粉尘 后 ， 酶 的 微 生 
物 ( 外 源 ) 特性 可 导致 易 感人 群 的 过 敏 反应 。 

到 20 世纪 70 年 代 初 ， 多 数 清洁 剂 的 生产 就 已 经 不 添加 酶 了 ， 然 而 ， 围 绕 清洁 剂 中 含有 
酶 是 否 安全 仍然 存在 很 大 的 争论 ， 后 来 争论 甚至 扩展 到 工业 酶 尤其 是 食品 工业 酶 的 应 用 安全 
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性 上 。 但 是 ， 科 学 随后 证 明 ， 工 业 用 酶 从 本 质 上 讲 是 安全 的 。 微 生物 、 植 物 和 动物 酶 已 经 被 
人 类 在 无 意 中 应 用 了 几 千 年 ， 期 间 未 显示 出 毒性 。 从 人 们 的 日 常 饮 食 中 得 到 的 具有 催化 活性 
的 酶 无 致 病 性 ， 且 作为 蛋白 酶 还 可 被 人 体 当 作 营 养 物 吸收 。 工 业 用 的 微 牛 物 酶 是 从 安全 无 害 
的 生物 体内 得 到 的 ， 因此， 对 人 体 健 康 没有 危害 。 除 此 以 外 ， 用 于 生产 的 微生物 发 醉 培养 基 
成 分 必须 无 毒 ， 产 品 生产 的 下 游 过 程 所 用 的 化 合 物 也 应 是 无 害 的 。 同 样 ， 由 植物 或 动物 体 得 
到 的 酶 也 应 从 可 食用 、 无 毒 的 物种 中 提取 。 有 时 在 食品 和 饮料 生产 过 程 中 应 用 的 是 固定 化 酶 
(所 以 酶 不 会 存在 于 最 终 产 品 里 )。 在 另 一 些 情况 下 ， 酶 在 食品 生产 过 程 中 发 挥 效用 后 ， 会 
后 来 的 加 工 过 程 中 失 活 或 被 破坏 。 

鉴于 酶 操作 安全 性 的 要 求 ， 成 粒 技术 的 不 断 发 展 ,干燥 酶 制备 过 程 中 粉尘 的 形成 可 以 降 
到 最 小 程度 (第 3 章 )。 然 而 ， 在 实际 工业 生产 过 程 中 仍 要 求 工 人 在 进行 酶 制备 操作 时 ( 尤 
其 预 成 粒 阶段 ) 穿 安 全 服 ， 在 含 酶 的 粉尘 环境 内 必须 配备 呼吸 过 滤器 ， 生 产 车 间 通 风 系 统 必 
须 能 将 粉尘 滤 除 ， 防 止 粉 侍 再 流通 。 

近来 ,重组 工业 酶 的 出 现 又 引起 了 更 多 争议 。 迄 今 为 止 ， 大 多 数 重组 酶 都 是 加 入 到 清洁 
剂 中 ( 表 10. 5), 但 有 些 ( 如 凝 乳 酶 ) 是 应 用 在 食品 工业 中 。 同 样 的 ， 重 组 酶 也 是 由 安全 无 
害 的 生物 体 生产 的 ， 因 此 具有 同 非 重组 酶 一 样 的 安全 性 。 


10.2.4 工业 酶 前 景 


工业 酶 产品 的 种 类 和 市 场 价值 在 以 后 将 会 有 较 人 的 增长 ， 传 统 生 物 技 术 研究 将 继续 从 各 
种 来 源 找 出 新 的 工业 酶 。 最 近 发 现在 极端 环境 中 生长 的 微生物 能 提供 大 量 新 的 、 具 有 潜在 应 
用 前 景 的 酶 。 快 速 筛选 技术 和 基因 工程 ， 生 物 信息 学 也 推进 了 具有 工业 意义 的 新 酶 的 鉴定 。 
基因 工程 的 出 现 使 得 工业 用 的 任何 酶 都 能 够 经 济 、 大 规模 地 生产 。 此 外 对 蛋白 质 结构 与 功能 
关系 的 深入 认识 ， 使 得 可 以 通过 蛋白 质 工程 定向 改造 出 最 适 于 工业 生产 的 酶 。 虽 然 任何 基因 
工程 酶 的 商业 化 生产 都 受到 严格 的 调节 控制 ， 然 而 ， 人 们 最 终 会 逐渐 接受 这 些 产 品 ， 就 像 清 
洁 剂 用 酶 未 被 大 众 反 对 一 样 ， 应 用 于 食品 中 的 工程 酶 也 在 逐渐 被 人 们 接受 ， 如 重组 凝 乳 酶 已 
获得 较 广泛 的 市 场 认可 。 此 外 ， 重 组 酶 产品 在 有 些 国家 〈 如 美国 ) 能 够 得 到 较 快 认可 ， 但 在 
其 他 一 些 地 区 〈 如 欧洲 ) 则 不 然 。 

最 近 工 业 酶 研究 的 一 个 方向 是 酶 在 非 水 相 溶 液 中 的 应 用 ， 这 可 使 酶 催化 不 溶 于 水 或 微 溶 
于 水 、 易 溶 于 有 机 溶剂 的 底 物 的 生物 转化 反应 得 到 发 展 。 


10.3 极端 菌 


至 今 为 止 ， 大 多 数 工 业 用 微生物 酶 都 是 由 嗜 温 菌 生产 的 〈 如 曲霉 菌 )， 除 了 一 两 个 工业 
过 程 外 ， 它 们 的 操作 温度 都 在 35 一 60C ，pH 值 在 4 一 8 之 间 。 极 端 菌 的 发 现 为 寻找 能 在 此 
有 限 范 围 外 发 挥 作 用 的 工业 酶 提供 了 洪 在 来 源 。 

极端 菌 是 具有 一 个 或 几 个 极端 参数 CRE. pH 值 、 离 子 强度 、 压 力 ) 的 生态 环境 下 生 
长 良好 的 微生物 。 表 10. 11 概括 了 极端 菌 的 分 类 。 有 些 极端 菌 能 在 两 个 或 多 个 极端 环境 参数 
下 生长 ， 例 如 嗜 热 好 酸 菌 ， 能 在 pH 值 低 于 2 且 温 度 高 于 75Y 的 环境 中 生长 。 一 些 耐 压 菌 能 
在 温度 低 于 2°C ， 同 时 压力 高 达 1200 X 10* Pa 的 环境 中 生长 。 
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表 10.11 各 种 极端 菌 及 其 生长 环境 、 


地 热 环境 (如 温泉 ) 最 适 生长 温度 在 80OC 以 上 ‘Pyrococcus furiosus 


did 高 盐水 中 在 浓度 高 达 Smol/L NaCl 下 生长 Halobacterium halobium 

低温 菌 极 冷 环境 (如 南极 海水 ) | 在 低 达 一 2 的 环境 中 生长 Alteromonas sp. 

LL d 碱 性 环境 在 pH9 以 上 的 环境 中 生长 Natronobacterium sp. 

耐酸 菌 酸性 环境 在 pH4 以 下 的 环境 中 生长 Thermoplasma acidophilum 
10.3.1 E 


嗜 热 菌 是 能 在 高 温 环境 下 生长 的 微生物 。 不 同 的 生命 形式 能 在 不 同 的 温度 范围 内 生长 ， 
而 生命 存在 的 环境 最 高 温度 一 直 是 生物 学 中 人 们 感 兴趣 (但 仍 未 知 ) 的 一 个 问题 。 鱼 类 和 其 
他 水 生生 物 生长 〈 通 常 是 存活 ) 的 最 高 温度 大 约 在 38C， 多 数 植物 和 昆虫 生长 的 最 高 温度 
大 约 在 50C ， 真 核 微生物 〈 原 生动 物 、 葆 类 和 真菌 类 ) 生长 的 最 高 温度 大 约 在 60C ， 原 核 
微生物 EM, HAMED 能 在 70 一 73C 下 生长 。 科 学 家 们 一 直 以 来 都 在 研究 热 稳定 的 微 
生物 如 何在 高 温 下 进行 生命 活动 ， 此 外 科学 家 们 还 从 这 种 微生物 中 找到 了 具有 热 稳定 性 的 生 
物 分 子 ， 它 们 可 应 用 于 很 多 工业 过 程 ( 应 用 于 重组 DNA 技术 的 热 稳定 的 DNA IER NE, 
加 热 稳定 蛋白 酶 的 生物 清洁 剂 等 ) 。 

随 着 20 世纪 80 年 代 人 们 发 现 了 能 在 100°C BRIEF 100C 下 生长 的 微生物 以 来 ， 在 这 一 领 
域 的 理论 和 应 用 研究 就 有 了 革命 性 的 进展 。 现 在 知道 这 样 的 微生物 大 约 有 20 种 〈 表 10. 12), 


表 10. 12 (极端 ) 嗜 热 古 细菌 及 其 最 高 生长 温度 


热 球菌 Pyrococcus 0s) 
Thermococcus (970) 
nA LA M Sul folobus (870) 
Acidianus (96T) 
Desul furolobus (870) 
Metallosphaera (800) 
Styoiolobus (880) 
热 变 苗 Pyrodictium aot) 
Thermodiscus (98) 
Desul furococcus (9T) 
Sta ph ylothermus (98) 
Thermo proteus (2c) 
Pyrobaculum coz) 
Thermo filum 100€) 
热 原 生 质 体 Thermoplasma (670) 
J W oe oS I Methanothermus (970) 
Methanococcus 91C) 
Methanopyrus (10) 
硫酸 盐 还 原 类 古 细菌 Archaeoglobus (950) 
未 分 类 Hyperthermus aot) 
ES-1 (1C) 
ES-4 (lo8C) 
GE-5 (102C) 
GBD 03°C) 
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迄今 为 止 发 现 的 哮 热 微生物 都 是 从 地 热 环境 中 分 离 的， 这 样 的 环境 在 世界 上 分 布 广泛 ， 
且 和 地 球 地 壳 运 动 、 地 质 板块 活 动 有 关 。 地 壳 运 动 及 板块 活动 活跃 的 地 区 ， 岩 浆 离 地表 
很 近 ， 可 作为 地 下 水 或 海水 的 热源 ， 产 生 深海 热流 、 温 泉 或 间歇 泉 ， 这 些 都 是 嗜 热 菌 的 
潜在 来 源 。 

尽管 有 些 嗜 热 菌 是 好 氧 的， 但 多 数 是 严格 厌 氧 ， 利 用 混合 的 肽 作为 能 源 、 碳 源 和 和 氮 源 异 
养生 长 。 大 多 数 主 要 依靠 还 原 硫 元 素 为 硫化 氢 来 生长 ， 少 数 菌 利用 糖 类 生长 。 这 些 菌 培 养 时 
一 般 需要 特殊 的 发 酵 设 备 和 特别 的 驯化 环境 。 

考虑 到 嗜 热 菌 生长 的 特殊 环境 ， 不 难 想到 它们 的 细胞 结构 和 代谢 可 能 与 众 不 同 。 研 究 表 
明 ， 古 细菌 和 哮 温 菌 的 细胞 质 膜 在 结构 上 完全 不 同 ， 例 如 ， 它 膜 上 的 脂 类 基本 不 含有 脂肪 酸 
酯 。 从 这 些 嗜 热 菌 中 提取 的 蛋白 质 都 有 较 好 的 热 稳定 性 ， 有 些 在 高 达 140°C 的 温度 时 还 保持 
生物 活性 。 


10.3.2 由 嗜 热 菌 生产 的 酶 


从 嗜 热 菌 中 已 经 分 离 出 大 量 的 具有 很 强 热 稳定 性 的 酶 〈 表 10. 13)， 从 而 推动 了 旨 在 鉴 
定 高 温 工业 酶 的 深入 研究 。 这 些 酶 能 满足 下 列 工 业 过 程 中 的 高 温 操作 : 

CD 减少 流动 过 程 的 黏度 〈 如 淀粉 水 解 过 程 ); 

Q 防止 微生物 的 生长 〈 在 食品 中 的 重要 应 用 )， 

图 使 得 很 多 反应 底 物 更 好 地 溶解 /更 容易 水 解 。 


表 10.13 ”一些 从 各 种 嗜 热 菌 中 提取 的 酶 的 最 适 温度 To) 和 热 稳定 性 


无 记录 


Thermobacteroides vulgaris 


蛋白 酶 Pyrococcus furiosus 98°C BY 33h 
DNA RE Pyrococcus furiosus 95'C IM 20h 
淀粉 酶 Pyrococcus woesei 100'C B Xj 6h 
淀粉 本 Pyroccus furiosus 120'C 时 为 2h 
i OF Thermoproteus tenax 98'CIM Xy 20h 
KM Thermotoga sp 95°C RYH 1. 5h 
纤维 二 糖水 解 酶 Thermotoga sp 108°C At y 1h 
葡萄 糖 异 构 酶 Thermotoga nea politana 无 记录 
fii Hi FE Pyrococcus furiosus 98'CIM Xj 48h 
BN i CERE Pyrococcus furiosus 100°C 84 % 85h 或 110C 时 为 13h 
RAMRAM Pyrococcus furiosus 100°C RJ 10h 
乳酸 脱氧 酶 Thermotoga maritima 90C 时 为 1, 5h 


di. 这 些 酶 大 多 数 具有 工业 应 用 潜能 。tso 表 示 一 定 温度 下 催化 活力 减少 50 冯 所 需要 的 时 间 。 


此 外 ， 耐 热 酶 能 抵抗 其 他 一 些 变性 因素 导致 的 失 活 ， 如 清洁 剂 、 有 机 溶剂 、 氧 化 剂 。 研 
究 表明 ， 有 时 耐 热 酶 也 能 抵抗 蛋白 酶 解 。 但 是 由 嗜 热 菌 分 离 出 的 酶 也 并 不 适合 所 有 工业 过 
程 ， 因 为 ， 

(D 有 些 过 程 并 不 需要 高 温 操作 〈 如 热 敏 的 反应 物 /产品 ); 

@ 由 于 能 耗 低 ， 低 温 操作 更 经 济 ， 

图 有 时 商品 〈 如 清洁 剂 ) 倾向 于 低温 操作 ， 

@ 升温 操作 没有 明显 优势 ; 
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© 已 经 使 用 了 足够 的 耐 热 酶 ; 

O 某 些 食品 中 应 用 (面包 制作 时 淀粉 酶 的 应 用 〉 时 ， 加 入 酶 起 到 催化 作用 后 ， 须 加 热 
失 活 一 一 对 极端 耐 热 酶 进行 热 失 活 是 不 切实 际 的 

O 源 于 厌 氧 古 细菌 的 酶 是 氧 敏感 型 的 ， 不 适合 应 用 于 工业 过 程 。 

很 多 嗜 热 菌 都 很 难 培养 ， 大 多 数 
是 严格 大 氧 的 ， 且 培养 的 最 终 细 胞 密 | 
度 很 低 ， 很 多 代谢 终 产 物 有 毒 且 /或 具 


确定 操作 参数 
(如 最 佳 温度 、 pH 值 等 ) 


腐蚀 性 如 很 多 厌 氧 菌 产 出 HS)。 因 

Jb, 工业 中 大 规模 的 生产 哮 热 菌 酶 要 JR. DN BE POR fom 
依靠 DNA 重组 技术 。 图 10.5 列 出 了 PRARME EES 
古 细菌 生产 有 潜在 应 用 价值 的 酶 的 全 | 

部 方法 。7 种 极端 菌 的 全 部 基因 序列 ei WEM, RUE 


在 世纪 之 交 时 已 经 或 基本 被 确定 。 对 
比分 析 这 些 序列 与 编码 常温 酶 的 基 
4 ROGAN. MRLE. 
2m 能 有 效 快速 地 鉴定 工业 用 热 
至 今 为 止 ， 唯 一 商业 化 的 高 温 酶 图 10.5 鉴定 和 生产 具有 潜在 工业 应 用 价值 的 

是 热 稳定 的 DNA RAR OB 12 章 ) 。 OR TK 
进一步 的 研究 应 集中 在 。 DERRE ER EI p A A HOA MOON HO a He AA 
这 些 热 稳定 酶 应 用 的 工业 过 程 或 适合 使 用 简单 加 热 的 方法 ， 加 热 “如 BOT 下 保持 几 分 钟 ) 会 使 
高 温 过 程 的 酶 ，@@ 鉴 定 能 用 于 新 酶 介 常温 菌 大 部 分 蛋白 质 失 活 或 沉 演 ,而 重组 蛋白 不 会 受 影 响 
导 的 生物 技术 过 程 的 新 古 细菌 酶 。 


大 量 培养 生产 苗 


10.3.3 其 他 极端 菌 生产 的 酶 


虽然 至 今 为 止 ， 基 于 极端 菌 的 研究 大 部 分 集中 于 超 嗜 热 菌 ， 然 而 ， 其 他 极端 菌 的 生物 化 
学 和 生物 技术 应 用 潜力 也 已 得 到 高 度 重视 。 低 温 菌 的 研究 现在 多 集中 于 南极 水 域 的 鱼 上 ， 它 
能 持续 暴露 在 一 1. 8C 下 (海水 的 冰点 )。 这 些 鱼 的 体液 中 含有 抗 冻 糖 蛋白 ， 该 蛋白 有 抑制 冰 
晶 生 长 的 功能 。 从 这 些 体液 中 或 其 他 嗜 寒 菌 〈 如 南极 微生物 ) 中 提取 的 酶 能 在 接近 OC 下 发 
挥 最 大 酶 活力 ， 部 分 酶 在 6 一 10C 下 不 表现 催化 活力 或 催化 活力 不 提高 ， 而 有 些 在 温度 高 达 
45 心 时 还 保持 催化 活力 。 

认识 这 些 酶 的 克隆 、DNA 序列 及 三 维 结构 ， 有 助 于 科学 家 弄 清 它们 在 如 此 极端 的 环境 
下 发 挥 作用 的 分 子 水 平 的 适应 性 〈 第 1 章 )。 然 而 ， 至 今 适 应 寒冷 环境 的 酶 在 生物 技术 上 还 
没有 实际 的 应 用 ， 一 些 具 有 潜在 应 用 的 领域 已 经 被 提出 ， 包 括 : 

QD 应 用 在 热 不 稳定 的 底 物 及 /或 产品 的 生物 转化 反应 或 过 程 中 ; 

Q 应 用 在 低温 食品 过 程 ， 抑 制 微生物 生长 ; 

@ 应 用 在 低温 操作 的 工业 过 程 ， 由 于 能 量 需 求 减少 ， 生 产 成 本 减少 。 

这 些 应 用 仍然 有 待 于 被 证 明 其 商业 上 的 可 行 性 。 

一 些 从 嗜 盐 微生物 中 提取 的 蛋白 质 也 吸引 着 生物 技术 人 员 的 兴趣 。 嗜 盐 微生物 〈 尤 其 是 
嗜 盐 古 生 菌 ) 生产 的 胞 内 酶 和 胞 外 酶 均 是 极度 嗜 盐 或 耐 盐 的 ， 这 些 酶 的 大 部 分 都 具有 很 强 的 
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稳定 性 ， 对 诸如 提高 温度 等 变性 因素 具有 抵制 作用 。 稳 定性 是 任何 工业 酶 都 十 分 需要 的 特 
性 。 哮 盐 酶 较为 理想 的 应 用 领域 大 概 是 在 有 机 洲 剂 中 的 生物 转化 反应 。 在 低 水 活 度 的 环境 
下 ， 一 些 溢 剂 易 使 蛋白 质 的 必需 水 化 层 断 开 ， 从 而 使 酶 丧失 活性 。 而 嗜 盐 酶 在 很 低 水 活 度 下 
仍 能 保持 活性 。 

一 些 哺 盐 菌 的 质 膜 上 含有 “ 紫 丁 ”(purple patch) 。 紫 丁 是 一 个 含 视 网 醛 的 跨 膜 蛋白 
主要 由 紫 膜 质 组 成 ， 紫 膜 质 由 一 些 不 连续 的 螺旋 组 成 ， 每 一 个 螺旋 含有 约 20 A UK 
氨基 酸 ， 而 这 些 蛋 白质 嵌 于 质 膜 上 。 紫 膜 质 在 哮 盐 菌 中 发 挥 拟 光 合作 用 的 功能 ， 它 〈 或 
者 说 其 辅 基 ) 能 吸收 光子 ， 使 激发 态 分 子 转变 为 稳定 态 ， 诱 导 蛋 白质 构 型 变化 ， 构 型 变 
化 的 蛋白 质 可 以 使 质子 在 质 膜 内 外 泵 进 泵 出 。 由 此 可 把 质子 从 细胞 内 排出 。 跨 膜 的 质子 
梯度 就 建立 起 来 了 ， 当 质子 通过 运输 机 制 重新 进入 细胞 时 释放 能 量 ， 用 于 将 ADP 和 Pi 合 
成 ATP。 

紫 膜 质 ， 即 光驱 动 质子 泵 是 一 种 稳定 的 蛋白 质 ， 它 可 以 装填 于 聚合 物 中 或 固定 在 固体 表 
面 而 不 失 活 。 紫 膜 质 分 子 位 于 膜 合成 系统 ， 它 的 活力 可 保持 一 年 甚至 更 长 时 间 。 紫 膜 质 参与 
的 光化学 反应 是 一 个 自 再 生 系统 ， 它 生成 的 光电 信号 是 可 再 生 的 。 因 此 这 个 蛋白 质 在 生物 电 
子 学 领域 可 用 作 光 控 元 件 ， 已 引起 了 人 们 的 关注 。 


10.3.4 ”有 机 溶剂 中 催化 反应 的 酶 


即使 在 几 年 前 ， 人 们 还 认为 酶 加 入 到 有 机 溶剂 中 如 茶 、 丙 酮 、 巾 茶 、 环 已 烷 等 ) 会 失 
活 和 变性 。 瑟 白质 在 水 中 能 发 挥 作用 ,疏水 作用 使 蛋白 质 折 登 ， 进 而 其 保持 生物 活性 结构 。 
这 说 明 非 极 性 氨基 酸 残 基 包 庄 在 蛋白 质 的 疏水 核心 内 ， 而 极 性 氨基 酸 位 于 蛋白 质 的 表面 ， 与 
周围 水 分 子 结合 〈 第 1 章 )。 

将 酶 加 入 到 非 极 性 的 有 机 洲 剂 内 应 该 会 使 蛋白 质 内 翻 ， 但 事实 上 ， 许 多 酶 〈 以 冻 干 的 形 
式 ) 加 入 到 某 些 有 机 溶剂 中 ， 虽 然 是 少 水 或 无 水 系统 ， 但 仍 保持 催化 活性 。 这 可 能 因为 这 些 
溶剂 的 介 电 常 数 远 远 低 本 水 的 介 电 常数 ， 较 低 的 介 电 常 数 能 加 强 蛋 白质 中 的 静电 力 ， 由 此 增 
强 其 稳定 性 。 非 极 性 溶液 环境 也 可 以 增强 分 子 间 的 氨 键 作用 

酶 在 有 机 溶剂 中 仍 保持 活性 引起 了 生物 技术 人 员 的 兴趣 ， 有 机 溶剂 中 用 酶 在 特定 生物 技 
术 应 用 中 的 潜在 优势 为 ， 增加 非 极 性 底 物 /产物 的 溶解 性 ，@ 增 加 酶 的 热 稳定 性 : @ 改 变 
酶 与 底 物 结合 特性 ，@ 改 变 热力 学 平衡 ， 使 之 有 利于 合成 ， 不 利于 分 解 〈 如 蛋白 酶 作用 于 肽 
链 ); @ 易 通过 过 滤 或 离心 回收 ， 有 利于 酶 重复 使 用 ; @ 使 用 低 沸点 溶剂 ， 有 利于 通过 蒸发 
回收 产物 :中 多 数 有 机 溶剂 抑制 微生物 生长 。 主 要 优势 之 一 是 严格 不 溶 于 水 的 脂 溶性 底 物 
能 溶 于 有 机 溶剂 中 ， 这 促进 了 酶 在 非 极 性 底 物 的 转化 反应 中 的 应 用 。 酶 在 有 机 溶剂 中 还 显示 
出 了 在 水 溶性 溶液 中 没有 的 热 稳定 性 ( 表 10.14), 虽然 热 稳定 性 增强 的 原因 还 不 完全 清楚 ， 
但 这 可 能 是 由 于 前 面 所 说 的 酶 分 子 间 的 静电 作用 造成 的 。 由 于 酶 不 溶 于 多 数 有 机 溶剂 ， 它 们 
加 入 到 有 机 洲 剂 中 后 一 般 以 悬浮 的 形式 存在 ， 而 非洲 解 的 形式 ， 酶 就 可 以 通过 过 滤 或 离心 的 
方法 回收 (重复 使 用 )。 

酶 加 入 到 有 机 溶剂 中 后 对 底 物 的 专 一 性 通常 会 改变 ， 动 力学 参数 如 KAM Ky 一 般 也 会 
改变 。 有 时 反应 方程 式 也 会 逆转 〈 如 枯草 杆菌 蛋白 酶 能 催化 肽 键 的 合成 而 不 是 水 解 )。 酶 和 
底 物 的 结合 受 溶剂 影响 可 以 解释 这 些 变化 。 酶 和 底 物 的 结合 能 是 由 散 - 底 物 复合 体 的 能 量 与 


结合 


酶 、 底 物 的 自由 能 〈 分 别 与 溶剂 分 子 发 生 作用 的 能 量 ) 之 差 决定 的 。 酶 的 天 然 立 体 选择 性 在 
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表 10.14 非 水 和 水 介质 中 酶 热 稳定 性 比较 


猪 胰 脂 肪 酶 (组 lmin( 
有 机 溶剂 (三 丁 酸 甘 油 酯 ) 12h(100C) 

溶菌 酶 水 (缓冲 液 ) 8min(100°C ) 

有 机 溶剂 ( 环 已 烷 ) 140h(100T ) 
BENE AL He CLE 水 (缓冲 液 ) <1min(100T) 

Ai BLUR CE BE) 270min(100°C ) 
核糖 核酸 酶 水 (缓冲 液 ) <10min(90°C) 

有 机 溶剂 ( 壬 烷 ) >6h(110C) 
有 机 溶剂 中 也 会 改变 ， 如 枯草 杆菌 蛋白 酶 在 有 机 溶剂 中 能 将 D 型 氨基 酸 ， 也 能 将 L 型 氨基 
酸 合成 肽 类 。 


有 机 洲 剂 中 酶 在 工业 中 应 用 不 广泛 的 一 个 障碍 是 多 数 酶 在 有 机 溶剂 中 活力 较 低 。 虽 然 有 
时 活力 降低 相对 不 大 ， 但 是 ， 大 多 都 会 降低 10' 一 10" 倍 ， 这 使 得 该 酶 在 工业 过 程 中 并 不 经 济 
实用 。 酶 置 于 有 机 溶剂 中 活力 降低 的 原因 有 很 多 ， 酶 以 悬浮 状态 存在 时 ， 比 以 溶液 状态 存在 
时 增 大 了 接近 底 物 的 扩散 限制 。 酶 在 有 机 溶剂 中 其 结构 可 能 改变 ,使 得 催化 效率 降低 。 此 
外 ， 酶 在 水 中 时 ，pH 值 是 影响 其 活性 的 一 个 重要 因素 ,但 在 有 机 溶液 中 ，pH 值 的 影响 并 
不 大 。 尽 管 有 一 定 难度 ， 但 是 越 来 越 多 的 研究 和 开发 工作 旨 在 使 有 机 溶剂 中 的 酶 用 于 许多 目 


的 ,特别 是 有 机 合成 。 
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第 11 章 
工业 酶 一 蛋白 酶 和 糖 酶 


11.1 zx AÑ 


功能 蛋白 是 生物 分 子 中 种 类 最 丰富 的 一 类 。 和 蛋白 酶 是 目前 工业 中 应 用 的 最 重要 的 一 类 工 
业 酶 ， 它 的 年 销售 额 占 了 工业 酶 销售 收入 的 5026 以上， 长 久 以 来 被 广泛 应 用 于 食品 及 洗涤 
剂 生产 工业 中 。 而 近年 ， 皮 革 加 工业 及 医疗 卫生 事业 中 也 开始 使 用 蛋白 酶 ， 表 11. 1 说 明了 
蛋白 酶 工业 应 用 的 前 景 〈 包 括 第 6 章 提 到 的 蛋白 酶 在 医疗 方面 的 应 用 )。 来 源 广泛 的 原材料 
(第 2 章 ) 和 全 新 的 蛋白 酶 重组 产品 (第 10 章 ) 使 蛋白 酶 能 够 实现 工业 化 。 


表 11.1 蛋白 酶 在 工业 中 的 应 用 


谷物 蛋白 促 溶剂 ;啤酒 稳定 剂 
降解 衣物 上 的 蛋白 污点 
改善 谷 蛋白 (面筋 ) 弹 性 
BELA ER FE BEAL A NE 
去 毛 ; 软 化 皮革 
缴 化 肉质 


WEN 
面包 /糖果 
TNR 


11.1.1 蛋白 酶 的 分 类 


蛋白 酶 可 根据 不 同 的 标准 分 类 ， 最 常用 的 标准 是 肽 键 水 解 的 位 置 或 水 解 过 程 完成 的 分 子 
机 理 。 根 据 蛋 白质 底 物 的 活性 肽 键 相对 位 置 不 同 ， 蛋 白 酶 分 为 外 肽 酶 及 内 肽 酶 ， 外 肽 酶 可 进 
一 步 分 为 氨 肽 酶 、 二 上 肽 基 上 肽 酶 、 三 肽 基 上 肽 栈 、 羧 肽 酶 ( 表 11. 2)。 内 肽 酶 通常 将 蛋白 质 内 部 
离 羧基 端 或 氨基 端 一 定 距离 处 的 肽 键 裂解 。 绝 大 多 数 酶 〈 包 括 外 肽 酶 及 内 肽 酶 ) 对 肽 键 的 水 
解 都 表现 出 一 定 程度 的 选择 性 。 如 胰 凝 乳 蛋 白 酶 水 解 紫 邻 芳香 族 残 基 的 肽 键 。 

依据 催化 反应 的 基本 机 理 ， 蛋 白 酶 可 分 为 4 类 : 丝氨酸 蛋白 酶 、 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 、 天 冬 
氨 酸 蛋白 酶 和 金属 蛋白 酶 GR 11. 3)。 
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表 11.2 ”不同 外 肽 酶 的 肽 链 水 解 位 点 


+ 


氨 肽 酶 NH: 一 0 一 0 一 0 一 0 一 (一 0 一 ). 一 0 一 0 一 0 一 COOH 
SE KE NH;—O :o oco 6-073: -6-08-0008 
EKERN NH:— OD (一 0 一 ). 一 0 一 0 一 0 一 COOH 
RKN NH:—0—0—0—0—(—0—),—0- on 
Ht — MM NH:;—0—0—0—0—C-0—. oo cob 


表 11.3 和 蛋白酶 的 主要 类 型 基于 水 解 作 用 机 制 》 和 各 类 代表 


丝氨酸 蛋白 栈 TH CBOE LE CE SE HOC F 


FA UNE ÉI CETLE ETE A TUN 
Fe CE ATO Fe TE BE 
2 3 1 FR 1 ES GLE ELE GL] 

丝氨酸 蛋白 酶 在 其 活性 位 点 上 存在 一 个 丝氨酸 残 基 (图 11. 1)， 是 蛋白 酶 最 常见 的 种 


OR. 古 生 菌 、 细 菌 、 真 核 生 物 及 病毒 中 会 产生 丝氨酸 蛋白 酶 。 除 个 别 例外 ， 大 部 分 丝 氨 
酸 蛋 白 酶 的 分 子 质量 为 18 一 35ku， 在 pH7 —11 时 表现 出 最 大 活性 。 基 于 结构 的 相似 性 ， 
蛋白 酶 可 被 分 为 几 个 亚 族 ， 从 应 用 前 景 来 看 ， 细 菌 的 枯草 杆菌 蛋白 酶 是 最 具 工 业 意义 的 
一 个 丝氨酸 蛋白 酶 亚 族 ， 尤 其 是 筛选 枯草 杆菌 后 产生 的 蛋白 酶 ， 目 前 已 广泛 用 作 洗涤 剂 。 

从 命名 来 看 ， 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶 是 一 类 酸性 蛋白 酶 ， 在 活性 位 点 上 存在 一 个 必需 的 天 冬 氨 
MORAE (图 11. 1) ， 多 数 天 冬 氨 酸 蛋白 酶 在 pH 值 为 3 一 4 之 间 时 表现 最 大 活性 ， 等 电 点 在 
3 一 4. 5 之 间 ， 分 子 质量 大 约 是 30 一 45ku。 角 和 蛋白酶 和 凝 乳 酶 是 两 类 从 动物 胃 中 获得 的 天 冬 
氨 酸 蛋白 酶 。 微 生物 蛋白 酶 主要 由 毛 霉 、 曲 霉 、 青 霉 及 根 霉 等 几 种 微生物 生产 ， 已 经 广泛 应 


用 在 干酪 工业 中 。 
H H H H 
NH; —C— COO NH; —b—co0- NH,'—C—COO^ NH,—C—COO^ 
CH, i CH; CH; 
OH COOH SH > £g 
丝氨酸 KEN in A 


BOR. 组 氨 酸 
图 11.1 和 蛋白酶 的 催化 活性 必需 的 氧 基 酸 结构 


丝 握 酸 蛋白 酶 活性 位 点 含有 一 个 丝氨酸 〈 也 可 是 组 氨 酸 或 天 冬 氨 酸 ) AR, PERRE HEERE 
位 点 上 含有 半 胱 拟 酸 及 组 氨 酸 ， 同 样 天 冬 氨 酸 蛋白 酶 在 其 活性 位 点 含有 天 冬 氨 酸 残 基 


半 胱 氨 酸 蛋白 酶 在 自然 界 中 分 布 广泛 ， 特 点 是 在 其 活性 位 点 处 有 一 个 半 胱 氨 酸 残 基 和 一 
个 组 氨 酸 残 基 ， 这 些 残 基 是 生物 催化 活性 所 必需 。 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 中 ， 最 有 代表 性 的 是 木瓜 
和 蛋白酶 ， 通 常 具 有 还 原 性 ， 在 pH 为 中 性 时 表现 最 大 活力 。 一 些 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 已 经 应 用 于 


工业 生产 〈 主 要 是 食品 生产 ) 中 。 
金属 蛋白 酶 的 特点 是 (二 价 ) 金属 离子 是 维持 生物 活性 所 必需 的 。 如 果 在 酶 的 生产 过 程 


中 加 入 整合 剂 来 除去 这 些 金属 离子 ， 就 会 破坏 金属 蛋白 酶 的 催化 活性 。 大 多 数 金属 蛋白 酶 在 


第 11 章 工业 酶 一 -蛋白酶 和 糖 酶 | 245 


碱 性 及 中 性 条 件 下 有 最 大 活性 ， 其 中 最 有 代表 性 的 是 微生物 的 哮 热 菌 蛋 白 酶 ， 这 是 一 类 耐 热 
性 很 好 的 中 性 蛋白 酶 。 


11.1.2 洗涤 剂 用 蛋白 酶 


工业 上 生产 的 大 量 水 解 蛋白 酶 都 用 于 洗涤 剂 中 。 酶 被 用 作 洗涤 剂 始 于 19 世纪 末 。 由 于 
所 选 的 酶 大 多 来 自动 物 ， 会 因为 其 他 去 污 成 分 以 及 后 续 的 洗涤 过 程 而 失 活 ， 因 此 这 些 应 用 大 
多 没有 成 功 。 

大 多 数 衣 物 容易 被 染料 、 生 物 分 子 、 泥 土 和 其 他 各 种 各 样 的 颗粒 物质 弄 脏 ， 生 物 “ 污 
渍 ”包括 蛋白 质 、 脂 类 和 糖 类 ， 这 些 污 渍 可 能 直接 来 自 人 类 或 动物 〈 如 脱落 的 皮肤 及 血液 )， 
也 可 能 来 自 其 他 地 方 ， 如 粮食 或 草 。 

现代 的 洗涤 剂 由 很 多 配料 组 成 ， 能 够 有 效 去 除 生物 或 非 生 物 污 渍 。 表 11.4 列 出 了 一 些 
代表 性 的 组 分 。 皂 类 和 表面 活性 剂 从 纤维 中 去 除 大 多 数 污 物 。 过 硼酸 盐 有 漂白 能 力 ， 从 而 帮 
助 去 除 染料 和 污点 ， 如 茶 溃 、 咖 啡 及 酒 渍 。 水 解 蛋 白 酶 有 降解 蛋白 质 污 物 〈 如 血渍 、 蛋 渍 和 
肉汁 等 ) 的 功能 。 蛋 白质 在 洗涤 过 程 中 容易 变性 聚集 ， 从 而 更 加 难以 从 衣服 上 除去 ， 加 入 在 
洗涤 过 程 中 有 活性 的 水 解 蛋 白 酶 就 会 促进 降解 从 而 除去 这 些 顽 固 污 涡 。 艳 酸 盐 ， 例 如 三 聚 磷 
酸 钠 能 够 软化 水 质 ， 保 证 洗涤 剂 能 够 有 效 地 发 挥 最 大 作用 。 硬 水 中 含有 大 量 Cat, Ca^ 和 
其 他 一 些 二 价 金属 离子 如 Mg:+ R Fet 会 与 皂 类 作用 产生 沉淀 ， 而 沉淀 的 形成 显然 是 不 允许 
M). A Ca 的 水 有 很 多 方法 软化 ， 常 见 的 是 加 入 分 散剂 ， 如 聚 磷酸 钠 ， 分 散剂 的 作用 是 络 
合 或 整合 二 价 阳离子 ， 从 而 阻止 沉淀 的 产生 ， 使 用 分 散剂 的 同时 要 注意 不 能 使 用 依赖 二 价 阳 
离子 维持 生物 活性 的 蛋白 酶 。 洗 涤 剂 中 碳酸 钠 的 存在 维持 了 最 佳 清洁 效果 所 需 的 碱 性 环境 。 


表 11.4 现代 洗涤 剂 的 主要 组 分 
ii 4 203 zi 


Brakes Wi qon ose EP a 
从 纤维 中 去 除 污 物 颗粒 ,尤其 是 疏水 分 
从 纤维 中 去 除 染 料及 污点 

软化 水 质 

去 除 生物 污 溃 ,主要 是 蛋白 质 
维持 碱 性 环境 

在 水 中 分 散 污 汗 颗 粒 

控制 起 泡 

增加 纺织 物 一 定 的 香味 


世界 上 不 同 地 区 出 售 的 洗涤 剂 配方 不 同 ， 这 反映 了 这 些 地 区 之 间 不 同 的 洗衣 习惯 。 例 
如 ， 在 欧洲 全 自动 洗衣 机 设 定 的 一 整套 洗衣 过 程 要 lh， 洗 衣 温度 设 为 40C 、 60'C sk 90'C , 
但 在 美国 完成 一 套 洗 衣 过 程 的 时 间 大 大 缩短 了 (10 一 15min)， 在 世界 其 他 地 区 ， 洗 衣 温 度 
普遍 较 低 。 

在 标准 洗涤 条 件 下 ， 洗涤 剂 中 的 蛋白 酶 在 其 他 洗涤 剂 组 分 存在 的 条 件 下 必须 能 表现 出 令 
人 满意 的 催化 能 力 。 因 此 ， 这 类 和 蛋白酶 必须 能 耐 碱 性 pH 值 和 相对 较 高 的 温度 ， 并 能 在 歼 合 
剂 、 漂 白 剂 和 表面 活性 剂 存在 时 保持 稳定 。 在 水 解 蛋白 酶 的 几 种 类 型 中 CR 11. 3)， 只 有 丝 
氨 酸 蛋白 酶 可 能 应 用 于 洗涤 剂 的 生产 ， 天 冬 氨 酸 蛋白 酶 在 碱 性 PH 值 中 失 活 ， 金属 蛋白 酶 易 
受洗 涤 剂 组 分 中 整合 剂 影响 失 活 ， 同样 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 会 在 漂白 剂 造成 的 氧化 环境 中 或 高 


pH 值 条 件 下 失 活 。 
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对 比 不 同 来 源 〈 特 别 是 细菌 ) 的 丝氨酸 蛋白 酶 ， 可 以 看 出 ， 枯 草 杆菌 蛋白 酶 亚 族 最 适宜 
用 于 洗涤 剂 生产 ， 它 们 共同 的 特点 是 : @ 在 洗涤 剂 溶液 特定 pH 值 下 表现 最 大 活性 ; OH 
他 洗涤 剂 组 分 存在 条 件 下 仍 保持 适当 的 或 较 高 的 稳定 性 ; @@ 底 物 范围 广 〈 如 断裂 连接 着 许多 
不 同 氨基 酸 残 基 的 肽 键 )。 目 前 ， 大 多 数 洗涤 剂 使 用 的 蛋白 酶 是 枯草 杆菌 蛋白 酶 ， 主 要 来 源 
于 地 衣 形 杆菌 (Bacillus licheni formis), Bacillus lentus, Bacillu alcalophilus 和 淀粉 解 凝 
酶 杆菌 (Bacillus amyloliquefaciens) ( 表 11.5)。 这 种 胞 外 酶 可 由 发 酵 天 然 生产 菌 大 量 生 
产 。 另 外 ， 有 些 菌 通过 同 源 或 异 源 重组 系统 生产 CB 2 章 )， 以 提高 其 表达 水 平 。 


RUS 主要 的 商业 化 枯草 杆菌 蛋白 酶 及 其 来 源 特性 、 制 造 商 


Alcalase(Novo Norisk) Maxatase(Genencor) 
Savinase (Novo Norisk) Esperase ( Novo 
Norisk) Purafect(Genencor) 


Bacillus licheni formis 
Bacillus lentus 


Bacillu alcalophilus Maxapem(Gist Brocades) 


Bacillus amylolique faciens 


首先 成 功用 于 洗涤 剂 生产 的 蛋白 酶 是 大 肠 杆菌 蛋白 酶 ， 这 是 地 衣 形 杆菌 生产 的 一 种 单 链 
丝氨酸 蛋白 酶 ， 含 有 274 个 氨基 酸 ， 分 子 质量 为 27.5ku。 这 种 单 链 多 肽 的 活性 位 点 由 
Ser221, Asp32, His64 组 成 。 符 合 Michaelis-Menten 方程 ， 作 用 底 物 广泛 ， 在 pH 值 为 
8 一 10 之 间 时 表现 出 最 大 活性 ， 并 且 在 温度 超过 SOC 时 仍 可 保持 稳定 。 许 多 生产 菌 系统 克隆 
并 表达 了 枯草 杆菌 蛋白 酶 基因 。 由 于 它 的 直 链 结构 和 动力 学 机 理 以 及 无 与 伦比 的 工业 价值 ， 
正 被 进一步 深入 地 研究 。 

淀粉 解 凝 酶 杆菌 生产 的 枯草 杆菌 蛋白 酶 BPN ' 在 早期 的 洗涤 剂 生产 中 也 有 广泛 应 用 。 它 
含有 275 个 氨基 酸 ， 尽 管 它 的 三 亚 基 结 构 与 枯草 杆菌 蛋白 酶 Carlsberg 很 相似 ， 但 其 动力 学 
性 质 有 很 大 差别 ， 这 两 种 酶 在 液态 洗涤 剂 中 都 很 有 效 〈 洗 液 的 pH 值 将 会 下 降 到 7.5 一 
9.5)。 强 力 的 洗 桨 剂 使 洗 液 具有 较 高 的 pH 值 通常 为 9 一 11)， 这 类 洗涤 剂 多 使 用 B. lentus 
生产 的 蛋白 酶 ， 因 为 这 种 蛋白 酶 在 碱 性 条 件 下 比 另外 两 种 蛋白 酶 更 有 活性 。 这 种 蛋白 酶 比 
Carlsberg 或 BPN' 要 小 (269 个 氨基 酸 )， 具 有 与 后 两 种 蛋白 酶 60% 同 源 的 区 域 。 

尽管 枯草 杆菌 蛋白 酶 的 生化 特性 使 得 它们 很 适合 用 作 洗涤 剂 ， 但 人 们 还 是 通过 蛋白 质 工 程 
对 它们 进行 了 各 种 修饰 。 早 期 的 蛋白 质 工程 研究 致力 于 增加 酶 的 热 稳定 性 ， 而 降低 洗涤 温度 的 
一 般 趋势 使 得 这 一 目标 不 再 重要 。 目 前 这 一 领域 的 研究 重点 是 开发 抵抗 氧化 的 洗涤 剂 蛋白 酶 。 

现代 洗涤 剂 的 漂白 成 分 都 会 促进 表面 活泼 氨基 酸 残 基 〈 如 甲 硫 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 ) 进行 氧 
化 。 用 于 去 污 剂 枯 草 杆菌 蛋白 酶 〈 表 11. 5) 活性 中 心 的 第 211 个 氨基 酸 一 一 丝氨酸 的 附近 
都 含有 表面 活泼 氨基 酸 一 一 甲 硫 氨 酸 ， 甲 硫 氨 酸 残 基 的 氧化 (图 11.2) 可 以 极 大 地 降低 酶 


Maxacal(Genencor) 


i ii x x x H 的 催化 活性 。 科 学 家 通过 定点 突变 技术 将 甲 硫 
um D N= 氨 酸 转变 为 不 易 氧 化 的 氨基 酸 残 基 ， 这 种 方法 
mo CHO qo 产生 了 第 二 代 抗 氧化 性 枯草 杆菌 蛋白 酶 ， 这 种 

CH, [0] CH, [0] CH, 商业 产品 包括 Maxapem (Gist Brocades), 

|. —— lo odo Duraryme (Novo Nordisk) 8 Purafect OXP 

m bs, Gi, (Genencor) 。 尽 管 甲 硫 氨 酸 的 取代 造成 酷 活力 
RR A a 的 降低 ， 但 如 果 用 丝氨酸 或 丙 氨 酸 取代 ， 可 减 


图 11.2 甲 硫 氨 酸 氧化 生成 亚 硕 并 最 终生 成 硕 ” 少 酶 活力 的 损失 。 
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11.1.3 和 干酪 生产 中 使 用 的 蛋白 酶 


凝 乳 酶 ， 即 胰 凝 乳 酶 ， 代 表 了 另 一 类 工业 需求 很 大 的 水 解 蛋白 能 。 这 种 酶 已 经 应 用 于 干 
酷 的 生产 工艺 ， 在 干 酷 生 产 的 最 初步 骤 中 促使 牛奶 凝聚 。 凝 乳 酶 催化 牛奶 x 酷 蛋 白 的 限制 性 
蛋白 水 解 断裂 ， 从 而 降低 了 酷 蛋 白 微 团 的 稳定 性 ， 使 它们 聚 沉 ， 形 成 凝 块 (在 牛奶 中 有 3 种 
酪 蛋白 亚 基 型 a、B 和 wx， 这些 蛋 白 形成 球状 颗粒 微 团 )， 将 残 液 或 乳 清 去 除 ， 对 凝 乳 
继续 加 工 则 生成 干酪 或 其 他 乳 制 品 。 

凝 乳 酶 是 由 小 牛 的 第 四 个 胃 中 获得 的 ， 提 取 方 法 是 先 用 含 硼酸 的 盐 溶液 对 小 牛 骨 的 干 条 
长 时 间 处 理 ， 得 到 的 酶 提取 物 称 之 为 粗 制 凝 有 她 酶 ， 具 有 蛋白 水 解 与 其 他 活性 ， 其 中 凝 乳 酶 含 
BRE 295-3. 

凝 乳 酶 是 一 种 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶 ， 由 前 凝 乳 酶 原 合成 。 指 导 新 合成 分 子 通过 内 质 网 的 疏水 
性 前 导 序列 袋 解 ， 生 成 前 凝 乳 酶 ， 这 种 无 活性 的 凝 乳 酶 原 。 凝 乳 酶 原 在 胃 里 酸性 条 件 下 发 生 
自 催化 激活 产生 活性 酶 。 凝 乳 酶 分 子 质量 为 35ku， 由 323 个 氨基 酸 组 成 。 酶 存在 两 个 异 构 
体 ， 即 胰 凝 乳 蛋白 酶 A 和 胰 凝 乳 蛋白 酶 B， 它 们 都 在 pH 为 4.0 的 酸性 条 件 下 具有 最 大 
活性 。 

小 牛 凝 乳 酶 催化 单个 肽 键 的 水 解 断裂 ， 断 橡 发 生 在 “ 酷 蛋 白 分 子 105 位 的 苯 丙 氨 酸 和 
106 位 的 甲 硫 氨 酸 之 间 ， 导 致 蛋 白质 的 沉淀 及 凝 乳 的 形成 。 凝 乳 酶 对 酷 蛋 白 底 物 的 高 度 专 一 
性 使 它 成 为 制备 干酪 的 理想 酶 种 ， 因 为 酪 蛋白 的 进一步 水 解 将 产生 劣质 丁 酷 。 

对 小 牛 的 屠杀 率 反 映 了 市 场 对 小 牛肉 的 需求 ， 这 种 需求 的 波动 对 粗 制 凝 乳 酶 的 获得 及 价 
格 有 明显 的 影响 。 因 此 ， 科 学 家 对 许多 替代 来 源 的 蛋白 酶 进行 筛选 试图 找到 一 种 合适 的 蛋白 
酶 来 代替 牛 凝 乳 酶 。 从 家 畜 中 得 到 的 胃 和 蛋白 酶 只 能 满足 有 限 的 需求 ， 有 时 候 可 以 与 粗 制 凝 乳 
酶 一 起 使 用 。 在 筛选 的 微生物 酶 中 发 现 很 少 能 促进 形成 令 人 满意 的 凝 乳 的 。 但 是 毛 菌 中 有 几 
种 哮 热 型 真菌 却 可 以 产生 有 活性 的 凝 乳 酶 。 毛 菌 酶 通过 发 酵 工程 生产 在 经 济 和 品质 上 都 可 
行 ， 像 凝 乳 酶 一 样 也 可 催化 裂解 酪 蛋白 分 子 ， 可 以 用 于 干 酷 生产 。 大 部 分 这 样 的 毛 菌 酶 对 湿 
热 稳定 ， 但 温度 过 高 还 是 会 使 其 失 活 。 

另 一 种 方法 是 凝 乳 酶 的 cDNA 在 重组 微生物 体内 的 表达 。 凝 乳 酶 cDNA 已 经 在 如 大 肠 
杆菌 〈E. coli), HUMINT (Aspergillus nidulans), IEE} (Saccharomyces cerevisiae) 
和 曲 古 霉菌 (Trichoderma reesei) 中 得 以 表达 。 在 大 肠 杆 菌 K-12 中 表达 出 重组 凝 乳 酶 ， 它 
是 非 均一 性 蛋白 产品 ， 也 是 第 一 个 人 类 可 以 直接 利用 的 用 DNA 重组 技术 生产 的 食品 添 
加 剂 。 

重组 凝 乳 酶 的 包含 体 在 大 肠 杆菌 中 ， 要 通过 溶解 之 后 复 性 才能 获得 活性 酶 。 重 组 产品 表 
现 的 生物 特性 与 那些 天 然 的 凝 乳 酶 相同 ， 而 且 得 到 的 产品 纯度 超过 60%。 一 些 替代 的 重组 
系统 可 以 胞 外 酶 的 形式 合成 大 量 的 凝 乳 酶 ， 因 而 在 生产 中 具有 明显 的 优势 。 

Gist Brocades 用 工程 菌 Kluyveromyces lactis 生产 了 一 种 重组 凝 乳 酶 (商品 名 为 Max- 
iren, 图 11. 3)。 选 用 Kluyveromyces lactis 是 因为 它 长 期 在 工业 生产 中 安全 地 使 用 ， 无 毒 
EK, 有 GRAS (一 般 认为 安全 ) 认证 。 在 20 世纪 60 年 代 和 70 年 代 首次 培育 成 功 ， 生 产 
的 重组 凝 乳 酶 可 直接 用 作 健 康 食品 及 蛋白 质 补充 物 ， 用 于 非 重组 乳糖 酶 的 制备 已 有 许多 年 。 

由 于 凝 乳 酶 生产 菌株 含有 小 牛 的 凝 乳 酶 原 基因 ， 该 基因 拼接 上 一 段 合 适 的 酵母 前 导 序 
列 ， 以 便 重 组 产品 能 有 效 地 从 细胞 中 释放 。 发 酵 后 加 入 酸 会 使 无 活性 的 凝 乳 酶 前 体 自 溶 生成 


248 | 蛋白 质 生物 化 学 与 生物 技术 


‘RES. DNA 
1 K lactis z + 
加 酸 

[r2] 
dn 该 缩 + 调配 5l DEAN 

TNCS 
废弃 生物 量 


图 11.3 Kluyveromyces lactis 工程 菌 生 产 Maxiren (重组 凝 乳 酶 ) 的 流程 
详 见 正文 
活性 乳酸 酶 。 菌 体 通过 离心 及 过 滤 去 除 ， 从 而 形成 了 富 含 凝 乳 酶 的 胞 外 培养 液 。 因 为 
Kluyveromyces Lactis 只 能 分 泌 很 少 的 蛋白 质 ， 胞 外 凝 乳 酶 其 实 纯度 很 高 ， 经 浓缩 调配 后 就 
可 以 液态 商品 出 售 ， 尽 管 产品 中 的 基本 成 分 一 般 以 干燥 形式 〈 如 粉末 、 颗 粒 或 片 剂 ) 出售。 
重组 的 凝 乳 酶 与 其 天 然 的 形式 在 生物 、 化 学 性 质 上 是 相同 的 ， 而 且 符 合 伊斯兰 教规 。 表 
11. 6 中 总 结 Gist Brocades 出 售 的 Maxiren 和 其 他 蛋白 酶 在 干酪 工业 的 应 用 。 


表 11.6 Gist Brocades 生产 的 主要 蛋白 酶 


p 


Fromase RAL BME hh TOE HER 
Maxiren Kluyveromyces lactis 4 P= My Mi BEILIN 


ib. MFF te EE PL 9 FE HR 

水 解 蛋 白 的 活性 有 助 于 改善 干 酷 的 风味 。 许 多 肽 可 使 食品 具有 理想 的 风味 。 所 谓 的 苦味 
肽 就 是 从 一 些 干 酷 中 分 离 得 到 的 ， 但 是 大 部 分 苦味 肽 的 疏水 氨基 酸 含量 都 很 高 ， 本 不 应 该 在 
干酪 中 出 现 的 。 这 些 使 乳 酷 具有 理想 风味 的 肽 正在 被 研究 。 


11.1.4 蛋白 酶 和 肉质 嫩 化 


大 部 分 消费 者 认为 内 的 嫩 化 程度 是 肉 类 所 应 具备 的 最 重要 属性 。 肉 变 硬 主 要 是 因为 连接 
组 织 的 胶原 蛋白 ， 所 以 在 出 售 前 必须 进行 亮 饪 。 在 幼 兽 身上 单个 胶原 分 子 交 联 程度 较 低 ， 亮 
任 容 易 使 其 增 溶 形成 明胶 ， 因 此 幼 兽 的 肉 比较 同 。 当 动物 慢 慢 长 大 ， 大 量 的 胶原 蛋白 沉积 在 
它们 的 连接 组 织 上 〈 以 支撑 它们 较 大 的 体积 )， 单 胶原 分 子 的 交 联 度 也 增加 。 对 较 大 动物 的 
肉 进行 烹饪 ， 仅 能 促进 部 分 胶原 蛋白 增 党， 因此 亮 饪 后 的 肉 仍然 较 硬 。 

屠宰 后 将 畜 体 在 低温 下 保存 几 天 〈 最 好 超过 10d) ， 肉 的 嫩 度 将 达到 最 大 。 这 个 过 程 称 
之 为 调制 〈 也 称 老化 或 熟 成 )。 因 为 在 储存 过 程 中 ， 肌 肉 细胞 〈 即 肉 ) 由 于 某 些 生理 作用 而 
破裂 ， 释 放出 一 些 蛋白 水 解 酶 及 其 他 水 解 酶 。 

人 工 嫩 化 (尤其 老龄 动物 肉质 的 嫩 化 ) 使 用 的 是 木瓜 蛋白 酶 。 木 瓜 蛋 白 酶 是 植物 中 提取 
的 一 种 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 ， 它 通过 降解 肌 原 纤维 肌肉 中 的 收缩 成 分 ) 和 结缔 组 织 蛋 白 来 嫩 化 
肉 。 其 嫩 化 作用 发 生 在 烹饪 过 程 中 。 木 瓜 蛋 白 酶 对 天 然 未 经 过 处 理 过 的 胶原 也 有 一 定 活性 作 
用 ,而 且 木 瓜 酶 有 很 好 的 耐 热 性 ， 最 适 温度 较 高 0C). EMA 50C 时 ， 天 然 胶原 结构 变 
松 ， 容易 受到 附近 高 活性 木瓜 蛋白 酶 的 作用 。 在 豪 饪 过 程 中 温度 在 55 一 65 忆 之 间 时 ， 胶 原 
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会 分 解 ， 木 瓜 蛋 白 酶 可 能 在 80 一 90 仿 时 才 完 全 失 活 。 

商业 上 常用 粉末 状 的 木瓜 蛋白 酶 制剂 ， 将 其 涂抹 或 撤 在 未 烹饪 的 肉 上 ， 但 这 样 仅仅 会 在 
肉 表 面 上 起 嫩 化 作用 。 如 果肉 的 切 块 较 大 的 话 ， 就 必须 应 用 某 种 工业 设备 将 酶 注入 。 一 种 新 
的 方法 是 在 屠宰 前 大 约 30min 时 将 木瓜 蛋白 酶 溶液 输入 动物 体内 ， 这 样 可 促进 酶 在 体内 的 
分 布 ， 但 在 动物 血液 中 加 入 一 种 活性 蛋白 酶 将 会 提高 血清 补体 系统 的 活化 作用 ， 导 致 动物 休 
克 死 亡 。 所 以 向 活动 物体 内 注入 的 木瓜 蛋白 酶 首先 要 进行 化 学 氧化 ， 半 胱 氨 酸 残 基 活 性 位 点 
的 氧化 作用 会 使 酶 失 活 ， 因 此 在 动物 存活 过 程 中 木瓜 酶 都 处 于 失 活 的 氧化 状态 。 在 屠宰 后 ， 
胞 内 糖 酵 解 作用 持续 几 小 时 ， 快 速 消耗 掉 肌 肉 氧 分 子 ， 产 生 一 个 还 原 的 环境 ， 将 木瓜 酶 还 原 
再 生 其 催化 活性 。 尽 管 无 花 果 和 蛋白酶 及 菠萝 蛋白 酶 〈 其 他 植物 蛋白 酶 ) 也 可 用 于 肉质 嫩 化 ， 
但 因为 经 济 因素 多 用 木瓜 酶 。 


11.15 ”蛋白酶 和 皮革 生产 
由 动物 皮 生 产 皮 革 制 品 是 一 个 多 工序 的 过 程 (图 11.4)， 其 中 许多 环节 涉及 到 酶 的 利 


用 。 动 物 皮 (图 11.50 主要 由 以 下 几 种 组 分 组 成 : 水 〈64%)、 蛋 白质 〈 主 要 是 胶原 蛋白 ， 
33%)、 脂 质 (2%) 及 矿物 质 (0.5%). 


皮革 生产 的 基本 过 程 包 括 脂 质 、 水 分 和 一 生 皮 保存 

KRHKA MEH) 的 去 除 ， 胶 原 蛋 白 

的 部 分 破坏 及 琶 革 中 的 后 续 交 联 。 m | 一 蛋白酶、 脂肪 能 
皮革 生产 中 用 到 一 系列 的 蛋白 酶 ， 如 

动物 胰 和 蛋白 酶 和 微生物 蛋白 酶 酸性、 中 脱毛 jaan. ww 

性 及 碱 性 细菌 和 真菌 蛋白 酶 )。 有 些 文献 

中 也 提 到 应 用 植物 蛋白 酶 (木瓜 蛋白 酶 及 Re | wer 

EPEAN). PENSIERI. (BEER 

指 肪 酶 的 活性 没有 得 到 广泛 的 应 用 。 这 些 wx 


酶 可 降解 或 去 除 不 需要 的 皮毛 成 分 ， 同 时 
在 化 学 处 理 过 程 中 会 发 生还 原作 用 ， 减 少 
化 学 污染 物 ， 产 生 环境 效益 。 

新 鲜 的 动物 生 皮 原料 对 微生物 十 分 敏感 ， 皮 革 生 产 的 第 一 步 就 是 生 皮 保存 〈 风 干 或 脱水 
以 及 通过 填充 十 盐 腌 涡 ); 这 是 为 了 使 生 皮 可 以 安全 地 贮藏 及 运输 。 皮 革 生 产 是 以 称 之 为 温 
渍 过 程 中 的 再 水 化 开始 的 。 将 生 皮 在 洗涤 剂 、 防 腐 剂 及 酶 的 水 溶液 中 浸泡 几 小 时 ， 这 样 除 了 
可 以 对 生 皮 再 水 化 以 外 ， 还 可 以 去 除 许多 非 纤维 状 肖 白 质 〈 球 蛋白 和 白 蛋 白 )。 这 步 工序 传 
统 上 多 用 胰 蛋 白 酶 ， 因 为 它 能 够 有 效 地 降解 球 蛋白 并 且 能 保证 胶原 蛋白 完好 无 损 〈 最 终 的 皮 
革 几 乎 全 是 胶原 蛋白 ) 。 现 在 ， 中 性 及 碱 性 细菌 蛋白 酶 被 应 用 于 浸渍 过 程 ， 有 时 也 用 胰 酶 制 
剂 〈 既 有 水 解 伍 白 酶 活性 ， 又 有 脂肪 酶 活性 )， 研 究 表明 ， 附 加 的 脂肪 酶 活性 可 以 通过 引发 
指 质 组 分 的 降解 而 帮助 清洁 生 皮 。 

传统 工艺 通过 在 生 皮 外 侧 抹 上 石灰 和 硫化 钠 组 成 的 浆 状 混 合 物 来 脱毛 。 碱 性 条 件 及 
硫化 物 联合 作用 可 以 迅速 溶解 毛根 蛋白 ,使 毛 与 表皮 分 离 ， 随 后 。 碱 性 作用 会 使 生 皮 
溶 胀 。 这 个 过 程 除 了 可 以 将 毛 除去 之 外 ， 还 可 以 剥 去 大 部 分 表皮 层 ， 促 出 真皮 层 (图 
11.5) 以 便 进行 下 一 道 工序 。 现 在 脱毛 工序 中 使 用 蛋白 水 解 酶 〈 碱 性 微生物 蛋白 酶 )， 


Bina 皮革 生产 工艺 总 览 
重点 工序 至 少 部 分 依赖 本 的 活性 ， 详 见 正文 
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从 而 大 大 减少 了 污染 性 化 学 品 的 用 量 。 有 人 报 
道 蛋 白 酶 与 糖 酶 在 促进 脱毛 中 的 合作 效应 ， 原 
因 可 能 在 于 糖 酶 催化 了 基底 膜 中 毛根 周围 的 蛋 

白 聚 糖 的 降解 。 
ET 生 皮 脱毛 之 后 通常 浸泡 在 酸 中 ,使 其 pH fi 
降低 至 中 性 。 然 后 ， 开 始 酶 催化 的 软化 工序 ， 
其 主要 目的 是 去 掉 生 皮 中 的 非 胶原 蛋白 ， 这 些 
REUS" gums. KHEN. emma 
mis EMO 性 蛋白 。 去 除 这 些 蛋 白 后 ， 不 仅 纯化 了 留 下 的 
Ak HERRI Git. tH. kar 胶原 蛋白 网 ， 而 且 使 其 变 松 〈 形 成 了 更 软 的 皮 
Ga) WFR AAR 〔( 约 占 皮肤 革 )。 软 化 过 程 经 常 将 胰 蛋 白 酶 与 微生物 蛋白 酶 
84%) 主要 由 胶原 蛋 白 与 结 线 组 织 组 成 ,皮下 (Bacillus 和 Aspergillus) 结合 运用 ， 这 些 酶 在 
组 织 《 约 占 皮 及 1596) 由 血管 、 神 经 、 有 所 ”降解 杂质 蛋白 时 对 胶原 蛋白 的 降解 作用 最 小 。 
肉 、 结 缩 组织 和 脂肪 组 成 如 果 要 求 皮革 具有 高 度 的 软化 程度 〔 即 非常 邓 
JO, ， 就 要 提高 酶 的 浓度 。 软 化 后 的 皮革 在 随后 的 苗 革 工序 中 经 过 化 学 处 理 ， 交 联 胶原 蛋 

白 纤维 ， 形 成 皮革 制品 。 


毛发 


真皮 


11.1.6 阿 斯 巴 甜 的 合成 


阿 斯 巴 甜 是 -天 冬 氨 酸 与 荣 丙 氨 酸 甲 酷 通过 肘 刍 缩合 形成 的 二 肽 图 11. 6)， 其 甜 度 约 
WAEI 200 倍 ， 已 被 广泛 用 作 低热 量 甜 味 剂 。 阿 斯 巴 甜 的 Ho no 
甜 味 来 源 于 两 个 L 型 的 氨基 酸 ， 可 以 通过 化 学 法 及 生物 法 HuN_d_L_N_L_L_o_cn 
合成 。 化 学 合成 成 本 较 高 ， 因 为 需要 保护 氨基 酸 的 立体 选 。 山下 by 
择 性 。 酶 法 因 可 自动 地 保护 立体 选择 性 而 广 受 欢迎 。 中 性 doon Ó 
金属 蛋白 酶 ， 哮 热 菌 蛋白 酶 ( 源 自 Bacillus thermoproteo- 
Lyticus) 以 固定 化 形式 应 用 。 在 特定 动力 学 控制 的 条 件 下 ， Mie HESS 
蛋白 酶 合成 肽 键 而 不 是 水 解 肽 键 。 


11.1.7 ”酿造 与 烘 制 面包 工业 中 使 用 的 蛋白 酶 


酿造 之 后 的 啤酒 经 冷却 时 会 产生 浓 雾 ， 这 些 浓 雾 主要 由 蛋白 质 、 糖 类 和 聚 酚 类 化 合 物 组 
成 。 因 此 在 啤酒 中 加 入 蛋白 水 解 酶 可 阻止 浓 雾 形成 ， 尽 管 多 种 微生物 酶 正 接受 评估 ， 但 植物 
产生 的 和 蛋白酶， 如 木瓜 蛋白 酶 和 蓝 葛 蛋白酶 仍 是 工业 上 最 常用 的 。 

真菌 蛋白 酶 则 可 以 应 用 于 烘 制 面包 工业 中 ， 一 些 酶 〈 主 要 来 自 曲 霉 属 ) 被 修饰 面粉 中 的 
蛋白 组 分 ， 从 而 改变 面团 的 结构 。 谷 蛋白 是 面粉 的 一 个 主要 蛋白 成 分 ， 谷 蛋白 是 麦 醇 溶 绰 白 
和 麦 谷 蛋白 的 复合 体 。 在 制作 面团 的 过 程 中 ， 当 面粉 淄 湿 时 ， 谷 蛋白 与 一 部 分 水 结合 就 会 膨 
胀 形成 网 格 结构 ， 对 面团 的 拉 伸 产生 一 定 的 阻力 。 加 入 少量 的 中 性 真菌 (Aspergillus 
oryzae) 蛋白 酶 就 会 对 谷 蛋 白 的 网 格 结构 产生 一 定 的 降解 作用 ， 降 低 了 面团 抗 拉 伸 的 阻力 ， 
更 有 利于 酵母 发 酵 产生 的 CO. 保留 在 面团 中 ， 进 而 形成 了 膨 松 面包 的 孔 状 结构 ， 并 使 面团 
在 烘 制 过 程 中 均一 地 膨胀 
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11.1.8 蛋白 废弃 物 的 酶 促 转化 


食品 的 生产 与 加 工业 产生 了 大 量 的 废弃 蛋白 ， 其 中 包括 动物 废 尸 以 及 动物 不 可 食用 的 部 
分 ， 如 头 、 脚 、 内 胜 和 羽毛 等 。 这 些 副 产 物 大 部 分 没有 经 济 价值 ， 通 常 是 被 看 作废 弃 物 来 处 
理 的 ， 但 有 一 些 废料 却 可 以 被 看 作 食 物 而 通过 称 之 为 提取 装置 (rendering facilities) 有 效 地 
回收 利用 ， 这 些 装置 通常 通过 高 压 车 煮 来 处 理 与 提取 动物 废 尸 与 内 胜 ， 从 而 产生 一 些 极 有 价 
值 的 蛋白 质 ， 这 些 蛋 白质 可 以 用 作家 畜 饲 料 。 另 外 ， 这 个 过 程 可 以 对 提取 的 物质 进行 有 效 的 
杀菌 ， 防 止 病源 动物 身上 疾病 的 传播 。 

上 述 提 取 过 程 不 仅 需要 专用 的 、 装 备 精 良 的 设备 ， 而 且 在 蒸煮 过 程 中 需要 较 高 的 能 
量 输入 。 因 此 另外 一 种 可 取代 的 方法 就 是 应 用 降解 酶 ， 同 样 也 可 将 生物 废弃 物 转化 为 有 
价值 的 养料 来 源 。 这 种 生物 过 程 不 需要 复杂 的 加 工 设备 ， 也 没有 高 能 耗 ， 酶 催化 转变 废 
弃 物 比 传统 工艺 更 灵活 ， 同 时 废弃 物 转化 生成 的 产品 范围 拓宽 ,家禽 羽毛 的 酶 降解 就 是 

-个 很 好 的 例子 。 

据 估 计 ， 在 全 球 范 围 内 每 周 有 超过 4 亿 只 鸡 被 宰杀 ， 每 只 有 125g 以 上 的 羽毛 ， 因 此 ， 
全 世界 每 周 产生 的 羽毛 废弃 物 约 有 3000t。 羽 毛 难 以 被 动物 消化 的 主要 原 内 是 动物 不 能 水 解 
结构 高 度 规律 性 的 a 角 蛋 白 。 人 们 发 明了 一 种 酶 水 解 工艺 来 降解 这 些 羽 毛 废弃 物 ， 图 11. 7 
概括 了 主要 工艺 流程 。 简 单 地 说 就 是 将 磨 碎 的 羽毛 浆 、 硫 化 钠 和 蛋白 质 水 解 酶 进行 混合 ， 在 
一 定 的 化 学 条 件 下 蛋白 质 的 二 硫 键 会 逐渐 水 解 ， 最 终 蛋 白质 水 解 酶 将 磨 碎 的 羽毛 蛋白 Ca fü 


蛋白 ) 水 解 为 富 含 多 肽 、 更 容易 消化 的 产品 。 
ARN 


KARHE — wm J ARTEK 


化 学 品 
grees j crearem 上 -一 一 与 玉米 或 大 豆 粉 混合 | 
图 11.7 家 禽 羽 毛 从 废弃 物 转变 成 氨基 酸 


羽毛 水 解 液 可 以 与 另 一 种 蛋白 质 原料 〈 如 大 豆 粉 ) 混合 配制 ， 以 提升 产品 的 总 营养 价 
值 。 这 种 混合 物 必须 通过 加 热 灭 菌 以 防止 病原 体 的 传播 。 羽 毛 的 水 解 产品 不 仅 可 以 用 于 动物 
饲料 工业 ， 也 可 以 添加 在 家 畜 、 猪 、 鱼 和 家 养 宠 物 的 食物 中 。 

动物 毛发 几乎 全 部 由 a 角 和 蛋白 组 成 。 每 年 在 垃圾 场 堆积 着 几 千 吨 的 这 类 物质 ， 这 些 废弃 
物 也 是 酶 催化 降解 的 反应 底 物 。 人 们 设计 了 一 个 类 似 于 羽毛 降解 过 程 的 工艺 ， 将 这 些 底 物 转 
化 成 潜在 的 营养 源 。 

大 多 数 屠宰 工厂 产生 了 大 量 的 副 产 物 一 一 血液 ， 可 以 将 血液 离心 以 收集 血红 细胞 。 血 红 
细胞 占 总 血液 蛋白 的 70%， 用 碱 性 蛋白 酶 可 以 将 血红 细胞 降解 。 这 种 蛋白 酶 的 活性 在 将 PH 
值 降低 到 酸性 条 件 下 就 会 得 到 抑制 。 将 降解 产物 过 滤 使 其 脱色 ， 蒸 发 将 其 固 物 浓度 升 高 到 
40%， 最 后 通过 鼓 风 干 燥 机 或 喷雾 干燥 机 干燥 。 这 种 最 终 的 产品 是 几乎 百分之百 能 消化 的 ， 
并 且 经 常 构成 幼 龄 动物 的 食物 配方 。 

鱼 加 工厂 也 会 产生 大 量 的 蛋白 质 副 产 物 。 这 些 副 产 物 不 只 包括 鱼 的 不 可 食用 部 分 ， 也 包 
括 小 的 或 坏 掉 的 整 鱼 。 这 些 废弃 蛋白 也 可 被 酶 催化 为 高 营养 价值 的 蛋白 质 水 解 物 ， 这 些 水 解 
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另外 ， 有 些 降解 蛋白 产品 还 可 以 用 做 人 类 食品 添加 剂 。 通 过 牛 、 鸡 、 火 鸡 和 猪 骨 的 机 械 
刊 肉 也 可 回收 蛋白 质 碎 悄 ， 这 些 蛋 白质 碎 悄 经 过 部 分 水 解 可 以 制 成 一 种 含有 很 高 肉 提 取 物 的 
产品 ， 并 添加 到 汤 、 交 和 食物 制品 中 。 一 些 水 解 蔬菜 蛋白 (如 大 豆 蛋 白 ) 的 产物 也 可 用 作 食 
物 添加 剂 或 调味 剂 。 


11.1.9 蛋白酶 的 其 他 应 用 


蛋白 酶 在 其 他 方面 用 量 较 小 ， 包 括 隐形 眼镜 的 清洁 和 体毛 去 除 。 隐 形 眼 镜 在 使 用 过 程 中 
会 吸附 许多 泪液 溶质 ， 因 此 有 必要 对 隐形 眼镜 进行 清洁 。 泪 液 是 位 于 上 眼 蛤 外 部 的 泪腺 分 泌 
的 一 种 盐 溶 液 。 皮 眼 将 泪液 涂 布 于 眼球 上 。 泪 液 主要 起 到 保护 作用 : 

中 保持 眼球 表面 湿润 。 湿 润 效应 可 保护 角膜 免 受 脱水 作用 的 破坏 ， 泪 液 中 含有 一 种 脂 
质 ， 可 以 锁 住 水 分 ， 防 止 水 分 从 眼睛 表面 蒸发 。 

© 截 住 特殊 物质 及 细菌 进入 眼 内 。 

图 泪液 中 富 含 抗体 ， 可 以 防止 感染 。 

CD 泪液 包含 溶菌 酶 ， 可 以 通过 降解 细菌 细胞 壁 的 肽 多 糖 使 细菌 溶解 。 

隐形 眼镜 上 吸附 的 主要 泪液 溶质 是 蛋白 质 〈 大 部 分 是 前 边 提 到 的 抗体 和 溶菌 酶 ) 、 黏 蛋 
白 (具有 润滑 作用 的 高 分 子 量 糖 蛋 白 ) 和 脂 质 。 标 准 隐形 眼镜 清洁 剂 可 以 适当 地 去 掉 这 些 物 
质 ， 进 而 在 眼镜 表面 形成 沉积 物 ， 降 低 了 隐形 眼镜 的 透明 度 使 其 难以 配 戴 。 蛋 白 酶 或 蛋白 酶 
和 脂肪 酶 混合 物 经 证 实 可 以 最 有 效 地 去 除 这 些 沉积 物 ， 这 些 含 酶 清洗 剂 现在 已 经 商业 化 。 清 
洗 过 程 包括 将 隐形 眼镜 温和 人 酶 液 几 小 时 〈 最 好 过 夜 )， 然 后 用 大 量 盐水 仔细 清洗 ， 清 洗 可 以 
在 戴 眼镜 之 前 将 镜面 的 酶 降解 产物 和 有 活性 的 酶 彻底 清除 。 

木瓜 蛋白 酶 可 以 用 于 减 慢 或 防止 身体 及 腿 上 的 体毛 再 生 。 体 毛 的 去 除 可 以 通过 化 学 法 实 
现 ， 也 可 用 打 螨 、 拨 去 或 乔 去 。 实 验证 明 用 含 木瓜 蛋白 酶 的 溶液 规律 性 地 清理 长 毛 的 地 方 会 
减 慢 或 防止 毛发 再 生 。 木 瓜 蛋 白 酶 催化 降解 毛发 ， 使 毛囊 变 松 ， 它 也 可 以 降解 死亡 的 皮肤 表 
皮 细 胞 ， 使 皮肤 变 得 光滑 柔软 。 由 于 木瓜 蛋白 酶 不 是 从 人 身上 获得 的 ， 有 些 人 会 对 它 过 敏 
所 以 ， 在 大 面积 使 用 前 应 先 在 小 块 皮肤 上 实验 敏感 性 。 


11.2 # B 


多 糖 降解 酶 是 一 类 最 重要 的 工业 大 批量 酶 ， 包 括 淀粉 酶 、 果 胶 酶 和 纤维 素 酶 。 另外， 其 
他 一 些 糖 转化 酶 ， 如 葡萄 精 异 构 酶 、 蔗 糖 酶 和 乳糖 酶 也 占据 着 一 些 重要 的 小 商业 市 场 。 表 
11.7 列 出 了 一 些 工 业 上 重要 的 糖 类 。 


表 11.7 一 些 工业 上 重要 的 糖 类 
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11.2.1 淀粉 酶 


参与 淀粉 水 解 的 酶 叫 淀粉 水 解 酶 或 淀粉 酶 ， 这 些 酶 在 工业 中 有 着 广泛 的 应 用 ( 表 
11.8), ， 这 类 酶 分 为 -淀粉 酶 、B- 淀 粉 酶 、 葡 萄 糖 淀粉 酶 〈 也 叫做 淀粉 糖化 酶 ) 、 支 链 淀粉 酶 
及 异 淀粉 酶 。 酶 催化 淀粉 降解 生产 葡萄 粳 、 麦 芽 糖 和 其 他 低 分 子 量 糖 类 ， 而 且 酶 催化 葡萄 本 
异 构 化 可 以 生成 高 果糖 浆 。 


表 11.8 淀粉 酶 的 主要 工业 应 用 
生产 葡萄 精 .麦芽 糖浆 
酿造 /生产 乙醇 

动物 饲料 添加 剂 
面包 烘 制 工业 

洗衣 去 污 剂 中 的 添加 剂 
生产 糊 精 
加 工 果 计 
纺织 品 脱 效 


植物 的 种 子 和 块 葵 中 能 够 产生 大 量 淀粉 ， 如 玉米 、 小 麦 、 大 米 、 木 茵 及 马铃薯 。 从 这 些 
廉价 原料 中 可 以 广泛 地 得 到 淀粉 以 及 淀粉 水 解 酶 的 大 规模 生产 ， 使 得 糖浆 (含有 葡萄 糖 、 果 
糖 和 麦芽 糖 ， 的 生产 可 行 ， 糖 浆 对 于 食品 与 糖果 工业 非常 重要 ， 进 而 对 传统 的 直接 由 甜菜 和 
甘蔗 生产 蔗糖 工艺 构成 了 很 强 的 竞争 性 。 


RIINFRELIJ 
a- 泻 粉 酶 .8- 淀 粉 酶 .葡萄糖 淀粉 酶 
a- 淀 粉 酶 

a。- 淀 粉 酶 .8- 淀 粉 酶 .去 支 链 淀粉 杉 ,葡萄糖 淀 粉 酶 
RNM 

a- 淀 粉 酶 

cB LN UTENTE 

a- 淀粉 酶 


11.2.2 淀粉 


淀粉 是 植物 中 含量 最 大 的 多 糖 ， 是 地 球 上 除 纤维 素 外 数量 最 多 的 多 糖 。 正 如 前 文 介绍 的 ， 
在 玉米 等 植物 的 种 子 及 很 多 块茎 中 淀粉 含量 尤为 突出 ， 它 在 植物 细胞 中 以 颗粒 形式 存在 。 

淀粉 聚合 物 无 一 例外 地 由 葡萄 糖 单元 组 成 ， 有 两 种 形式 ， 叫 做 “ -淀粉 和 支 链 淀粉 〈 图 
11. 8) 。a- 淀 粉 是 长 直 链 聚合 物 ， 由 一 系列 D- 葡 萄 糖分 子 通过 al 一 4 糖苷 键 连接 而 成 ， 每 个 
a- 淀 粉 链 的 链 长 及 分 子 质量 都 不 同 ， 较 大 的 分 子 质量 在 500ku 左右 

另外 ， 支 链 淀 粉 是 一 个 高 度 分 支 的 分 子 ， 葡 萄 糖 部 分 与 al-~4 糖苷 键 相 连 ， 部 分 与 cl-6 糖 苷 
键 相连 。 通 常 每 25 一 30 个 葡萄 糖 残 基 后 有 一 个 分 支点 。 植 物 淀粉 中 70% 一 80% 是 支 链 淀粉 。 有 
些 植物 中 ， 例 如 蜡 状 大 米 中 的 淀粉 完全 是 支 链 淀 粉 〈 见 表 11. 9)。 人 们 将 多 半 淀 粉 用 于 人 类 食物 
及 动物 饲料 工业 生产 ， 然 而 经 修饰 的 淀粉 也 可 用 于 纺织 业 、 制 药 业 、 化 妆 品 工业 及 生产 肥皂 。 


Rino 植物 淀粉 中 直 链 淀粉 与 支 
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图 11.8 a-D- 葡 萄 糖 (a) 、 淀 粉 链 片段 (b) 与 支 链 淀粉 的 结构 CO 
连续 的 葡萄 糖 残 基 之 问 形成 葡 荀 糖 蕉 链 ， 连接 着 CHE ET IBES E EEE ES EE ET TEES 
REF, EME o HR. HUSA ald RHR. LAMEH CO PHARRR, EAM OR 

残 基 的 6 位 碳 原 子 与 支 链 BA OY 1 RR TE. LAA ol 6 MAR 
淀粉 可 以 被 酶 法 及 化 学 法 水 解 。 人 们 最 初 使 用 化 学 法 水 解 ， 在 酸性 条 件 下 加 热 。 现 在 这 
个 方法 被 酶 的 应 用 所 替代 ， 酶 催化 水 解 产 生 较 少 的 副产品 而 且 比 化 学 法 水 解 产量 高 。 


11.2.3 a- 淀粉 酶 


淀粉 水 解 的 第 一 步 是 破裂 淀粉 粒 ， 淀 粉 粒 溶解 ， 该 过 程 被 称 为 “ 糊 化 "， 使 得 后 续 的 催 
化 降解 可 行 。 糊 化 一 般 是 在 将 淀粉 浆 加 热 到 100 亿 以 上 维持 几 分 钟 。a -淀粉 酶 可 以 在 加 热 前 
迅速 加 入 ， 以 使 淀粉 粒 破裂 更 加 高 效 。 一 旦 淀粉 粒 破裂 ， 再 加 入 a -淀粉 酶 使 淀粉 液化 ， 这 
个 过 程 降低 了 淀粉 溶液 的 黏 性 。 

a- 淀 粉 酶 在 自然 界 分 布 广泛 ， 可 以 从 微生物 与 动物 、 植 物 组 织 中 分 离 得 到 。a -淀粉 酶 是 
一 种 内 切 酶 ， 能 够 随机 地 水 解 淀粉 底 物 内 部 的 a1->4 糖 背 键 ， 但 不 能 水 解 支 链 淀 粉 分 支点 处 
的 al 一 6 糖苷 键 。 但 Thermoactinomyces vulgaris 产生 的 a- 淀 粉 酶 例外 ， 它 既 可 以 水 解 al 一 
4 糖 背 键 ,又 可 以 水 解 1-~6 糖 背 键 。 迄 今 为 止 ， 所 有 定性 的 -淀粉 酶 都 是 金属 蛋白 ， 这 些 
酶 通常 也 可 以 催化 糖 原 与 许多 寡 糖 内 部 的 o1 4 糖苷 键 的 裂解 。 

两 种 最 常用 的 淀粉 酶 分 别 从 Bacillus amylolique faciens 和 Bacillus licheniformis 得 
到 。 杆 菌 生产 的 淀粉 酶 的 最 适 pH 值 为 中 性 或 接近 中 性 ， 在 Ca 存在 的 条 件 下 稳定 。 
Bacillus licheni formis 产生 的 a- 淀粉 酶 有 很 好 的 热 稳定 性 ， 特 别 适合 于 工业 应 用 ， 它 由 
483 个 氨基 酸 组 成 ， 分 子 质量 约 为 55. 2ku、 最 适 pH 值 为 6. 0， 最 适 温度 为 90O 立 。 大 多 
数 其 他 a- 淀粉 酶 ， 包 括 Bacillus amylolique faciens 产生 的 a- 淀粉 酶 ， 在 超过 60 C A RB 
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快 失 活 。 

重组 DNA 技术 的 应 用 ， 使 得 编码 不 同 a- 淀 粉 酶 的 基因 在 多 个 重组 生物 中 得 以 克隆 和 表 
ik. 例如 ， 人 类 、 小 麦 及 细菌 的 a- 淀粉 酶 已 经 在 酿酒 醉 母 (Saccharomyces cerevisiae) 中 表 
达 。 最 近 ， 编 码 Bacillus licheni formis a -淀粉 酶 的 基因 在 转基因 烟草 中 得 以 表达 ， 这 是 大 
批量 工业 酶 用 重组 植物 生产 的 早期 例证 之 一 ， 重 组 蛋白 的 分 子 质量 是 64ku， 有 别 于 野生 杆 
菌 淀粉 酶 酶 的 分 子 质量 55. 2ku， 二 者 之 间 的 差异 是 源 于 酶 在 翻译 后 大 量 的 糖 基 化 。 研 究 发 
现 ， 含 a- 淀粉 酶 的 转基因 植物 种 子 直接 应 用 于 淀粉 液化 ， 效 率 很 高 。 

许多 真菌 可 以 产生 a- 淀 粉 酶 ， 工 业 上 用 得 最 多 的 -淀粉 酶 是 由 曲霉 菌 产生 的 ， 尤 其 是 
Xh (Aspergillus oryzae) (# 11. 10). 


表 11.10 一些 重要 的 工业 淀粉 酶 的 来 源 及 特征 


Bacillus subtilis J 65 


Bacillus licheni formis 90 
cium nw aare Bacillus amylolique faciens 5.5 60 
Aspergillus oryzae D 60 
n A 
CHa ^" al 一 4 rer niger 45 60 
Bacillus sp. 5.0 60 
ENR ne AA ridia sp. 5.5 80 
ELT IL nw al 一 6 ME | Klebsiella aeogens 5.0 60 
异 淀粉 酶 内 酶 al 一 6 WIF | Pseudomonas sp. 4.0 55 
11.24 SEN 


葡萄 糖 淀粉 酶 又 叫 淀粉 糖化 酶 ， 是 许多 真菌 生产 的 一 种 胞 外 酶 ， 最 显著 的 应 是 曲霉 属 
(Aspergillus) WRR (Rhizopus), PAN (Aspergillus niger) 产生 的 酶 在 工业 中 应 用 
最 广泛 。 

葡萄 糖 淀粉 酶 从 淀粉 分 子 的 非 还 原 未 端 开 始 ， 依 次 水 解 cl-~4 糖苷 键 ， 同 时 也 催化 支 链 淀粉 
分 支点 上 的 al->6 糖苷 键 水 解 ， 但 速度 要 慢 得 多 ， 进 而 葡萄 糖 淀 粉 酶 催化 淀粉 水 解 为 葡萄 糖 。 工 
业 上 通常 在 淀粉 液化 后 ， 使 用 细菌 -淀粉 酶 催化 生成 葡萄 糖浆 ， 这 个 工序 叫做 淀粉 的 糖化 。 

葡萄 糖 淀粉 酶 具有 一 定 的 耐 热 性 ， 但 在 G0'C 以 上 不 稳定 ， 因 此 在 加 入 糖化 酶 之 前 ， 液 
化 的 淀粉 必须 降温 ， 同 时 pH 值 调 到 酸性 ， 保 证 酶 达到 最 佳 的 活性 。 有 一 种 葡萄 糖 淀粉 酶 具 
有 更 高 的 最 佳 活性 温度 ， 受 到 工业 界 关 注 。 许 多 动物 和 植物 也 可 以 生产 葡萄 糖 淀粉 酶 ， 但 它 
主要 是 由 微生物 生产 的 。 在 过 去 的 几 年 中 ， 从 一 些 大 氧 和 好 氧 微生物 中 分 离 得 到 许多 葡萄 糖 
淀粉 酶 ， 大 多 数 在 酸性 条 件 下 具有 最 佳 活性 ， 最 适 温度 超过 60°C 的 很 少 〈 表 11. 11)。 这 些 
酶 当中 没有 酶 显示 出 物理 化 学 特性 ， 使 其 比 当前 商业 用 酶 更 加 适合 用 于 工业 生产 。 寻 找 耐 热 
性 更 好 的 葡萄 糖 淀 粉 酶 ， 必 须 通过 : 四 筛选 嗜 热 菌 与 超 哮 热 菌 ;， @ 中 温 菌 的 葡萄 糖 淀粉 酶 经 
蛋白 质 工程 改善 其 热 稳定 性 与 最 佳 活性 。 图 11. 9 概括 了 由 淀粉 生产 葡萄 糖浆 的 全 部 过 程 。 
这 种 方法 除了 生产 结晶 葡萄 糖 以 外 ， 生 产 的 葡萄 糖浆 通常 可 以 直接 用 于 食品 及 其 相关 行业 。 
进一步 的 应 用 是 用 葡萄 糖 异 构 酶 将 葡萄 糖 转化 为 果糖 ， 制 得 高 果糖 浆 。 
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表 11. 11 葡萄 糖 淀粉 酶 的 最 适 温度 及 最 适 pH 值 


Aspergillus awamori 
Aspergillus oryzae 
Aspergillus terrens 
Cephalosporiura charticola 

Corticu rol f sii 

Clostridium thermosaccharol yticum 
Humicola lanuginosa 

Mucor rouxianus 

Penicillium oxalicum 


Rhizopus delemer 


an | -| 105C 下 加 热 几 分 钟 糊 化 
a ko 
pH~6.5 
温度 > WC ( 几 小 时 ) 


ERE BIGOT. 
调 pH~4.5 


MALEN END. 


BAHL (96% Hb GIO. 


LL d 
酶 + 支 链 淀 
粉 酶 (48h) 


纯化 (过 滤 / 离 子 交换 ) 


图 11.9 淀粉 通过 可 控 水 解 得 到 含量 为 96% 以 上 的 葡萄 糖浆 
工艺 流程 和 条 件 如 图 所 示 ， 在 糖化 过 程 中 除了 加 葡萄 糖 淀粉 酸 以 外 
还 可 以 加 支 链 淀粉 酶 ， 支 链 淀 粉 栈 可 以 水 解 cl 一 6 A OR 


11.2.5 有 -淀粉 酶 


与 w- 淀 粉 酶 不 同 ，B- 淀 粉 酶 是 一 种 外 切 酶 ， 从 淀粉 分 子 的 非 还 原 末 端 依次 催化 水 解 al 
一 4 糖苷 键 ， 反 应 通过 8 型 的 转换 生成 麦芽 糖 (图 11. 10)。 同 -淀粉 酶 一 样 ，B -淀粉 酶 也 不 
能 水 解 a1->6 糖苷 键 ， 因 此 支 链 淀 粉 的 分 支点 限制 了 8- 淀 粉 酶 将 淀粉 水 解 为 麦芽 糖 。 换 言 
之 ， 淀 粉 分 子 若 不 存在 这 些 分 支点 ，p- 淀 粉 酶 可 以 完全 催化 其 降解 。 总 之 ， 大 部 分 淀粉 通过 
8- 淀粉 酶 水 解 ， 产 生 麦 芽 糖 和 更 大 的 赛 糖 的 混合 物 GEWE p WRR 

-淀粉 酶 由 高 等 植物 产生 ， 分 子 质量 约 在 60ku (谷物 B- 淀 粉 酶 ) 与 150ku《〈 甘 暮 太 淀粉 
酶 ) 之 间 。 植 物 8- 淀 粉 酶 不 需要 金属 离子 维持 活性 。 它 在 比 中 性 略 低 的 pH 值 下 达到 最 大 活 
性 ， 在 60C 以 上 镍 育 任意 一 段 时 间 都 会 失 活 。 商 业 化 植物 8- 淀 粉 酶 来 自 大 麦 ， 而 在 世界 的 
某 些 地 区 来 自 大 豆 。 用 a- 淀粉 酶 及 8- 淀 粉 酶 同时 水 解 淀粉 得 到 的 糖浆 ， 含 有 2%~8% 的 葡 
萄 糖 、40% 一 60% 的 麦芽 糖 、10% 一 25% 的 麦芽 三 糖 和 少量 的 8- 葡 聚 糖 。 

许多 微生物 也 产生 8 -淀粉 酶 ， 最 显著 的 是 杆菌 (Bacilli )， 也 包括 多 种 假 单 胞 菌 
(Pseudomonas) 和 链 霉菌 (Streptomyces). MH -淀粉 酶 在 商业 上 应 用 最 为 广泛 ， 最 适 温 
度 为 55 一 60YC 。 更 加 耐 热 的 8- 淀 粉 酶 受到 工业 界 关注 ， 至 少 已 经 有 一 种 耐 热 8- 淀 粉 酶 被 报 
道 ，Clostridium thermosul furogenes 产生 的 8- 淀粉 酶 在 85°C 以 上 的 温度 下 仍然 保持 着 相当 
大 的 活性 。 
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9, PENNE 


图 11.10 支 链 淀粉 在 a- 淀粉 酶 及 B- 淀 粉 栈 作 用 下 的 水 解 
o- 演 粉 酶 随机 水 解 内 部 的 cl~4 糖苷 键 ， 不 能 水 解 a1->6 ME OR. pO OA AE HER XK 
依次 催化 淀粉 分 子 水 解 生成 麦芽 糖 单元 ， 也 不 能 水 解 分 支点 除 的 al1~6 Melt 


11.2.6 a1—6 MERAH 


al-*6 MAIDE HENE — 36 nT LLK AE SE BYP Sh ol 6 BTE aE HA DE DE BY 
糖化 酶 就 是 一 种 = 6 糖苷 酶 。 因 为 无 论 是 -淀粉 酶 还 是 B- 淀 粉 酶 都 不 能 催化 水 解 支 链 淀粉 
中 的 al->6 糖苷 键 ， 所 以 脱 支 酶 在 淀粉 的 完全 降解 中 起 着 核心 的 作用 。 几 种 其 他 的 cl -6 糖 
华 酶 催化 水 解 分 支点 的 糖 背 键 的 效率 和 速度 比 淀粉 糖化 酶 高 得 多 ， 其 中 最 重要 的 是 支 链 淀 粉 
酶 和 异 淀粉 酶 。 在 糖化 过 程 中 经 常 使 用 的 酶 如 图 11. 9。 

尽管 支 链 淀粉 酶 和 异 淀 粉 酶 都 能 裂解 支 链 淀粉 的 a1 一 6 AE. A OR ETE 
粉 ) 的 能 力 不 同 ， 支 链 淀粉 酶 能 够 降解 支 链 淀粉 ， 但 异 淀粉 酶 不 能 。 支 链 淀粉 是 一 种 线性 多 糖 ， 
由 1500 多 个 葡萄 糖分 子 组 成 ， 其 基本 的 重复 结构 单元 3 个 葡萄糖 残 基 组 成 ，3 个 葡萄 糖 残 基 通 过 
两 个 al->4 糖苷 键 相连 ， 每 个 这 样 的 麦芽 三 糖 单元 彼此 通过 a16 糖苷 键 相连 ， 如 图 11. 11 所 示 。 
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al-4 al-4 aló 支 链 淀粉 酶 于 20 世纪 60 年 代 早 期 在 气 杆菌 
/WL ds CAerobacter) 中 发 现 。 多 种 细菌 可 以 产生 支 链 淀粉 酶 ， 
l N 包括 一 些 杆菌 和 链球 菌 属 。 其 最 适 温度 为 60C ， 所 以 非 
常 适合 与 淀粉 糖化 酶 一 起 使 用 。 异 淀粉 酶 可 由 许多 微 生 
és) = 物产 生 ， 最 初 由 酵母 中 分 离 得 到 ， 很 多 细菌 也 能 产生 ， 
这 些 细菌 包括 杆菌 。Pseudomonas amyloderamosa 的 突变 
株 生产 的 胞 外 异 淀粉 酶 产量 很 大 ， 在 工业 中 应 用 很 广 。 
最 近 ， 从 几 种 嗜 热 性 微生物 中 分 离 到 的 一 些 支 链 淀粉 酶 表现 出 新 的 活性 ， 这 些微 生物 包 
括 许多 梭 菌 ， 以 及 Thermoanaerobium Thermus 的 许多 菌株 。 一 些 酶 在 诸如 大 肠 杆 菌 
CE. coli) 和 枯草 芽孢 杆菌 (Bacillus subtilis) 的 重组 系统 中 以 异 源 蛋白 的 形式 生成 ， 大 多 
数 酶 有 很 好 的 热 稳定 性 ， 可 在 超过 90°C 的 温度 下 长 时 间 保 持 活 性 。 这 些 新 型 支 链 淀粉 酶 
〈 有 时 称 作 淀 粉 支 链 淀 粉 酶 》 最 激动 人 心 的 特征 也 许 在 于 : 能 水 解 一 些 糖 类 (如 支 链 淀粉 ) 
的 a1—6 糖苷 键 和 另 一 些 糖 类 〈 如 淀粉 ) 的 xc1~~4 糖苷 键 ， 而 普通 的 支 链 淀粉 酶 不 能 水 解 淀 
粉 或 支 链 淀粉 的 a1->4 糖苷 键 ， 例 如 从 T. brockii 中 得 到 的 纯化 支 链 淀 粉 酶 只 能 水 解 支 链 淀 
粉 的 a1-6 糖苷 键 ， 但 是 对 淀粉 的 a1774 糖苷 键 几 乎 没有 显示 出 活性 。 


图 11.11 支 链 淀粉 的 结构 


11.2.7 葡萄 糖 异 构 酶 


大 量 廉价 的 、 来 源 稳定 的 淀粉 的 酶 法 水 解 ， 使 得 大 量 生产 葡 萄 糖浆 在 经 济 上 可 行 。 尽 管 
葡萄 糖浆 可 直接 利用 ， 但 许多 情况 下 还 是 将 其 转化 为 高 果糖 浆 ， 因 为 果糖 比 葡萄 糖 甜 得 多 
CR 11. 12)， 所 以 在 用 作 糖 果 、 冰 激 凌 和 软饮料 中 的 甜 味 剂 时 更 具有 工业 优势 。 


表 11.12 工业 上 常用 甜 味 剂 的 相对 甜 度 


注 ， 为 了 便于 比较 ， 芒 糖 的 相对 耐 度 被 假定 为 10036 。 


葡萄 糖 可 通过 化 学 法 及 酶 法 异 构 化 生成 果糖 〈 图 11. 12) ， 化 学 转化 通过 在 高 温 下 加 
碱 来 实现 ， 较 低 的 转化 率 和 产生 的 副 反 应 (如 产生 阿 洛 酮 糖 等 非 代 谢 糖 类 、 色 泽 深 以 及 
臭 味 的 糖 衍生 物 ) 使 得 化 学 法 的 应 用 受到 限制 。 葡 萄 糖 异 构 酶 在 室温 和 接近 中 性 的 pH ff 
条 件 下 催化 得 到 含 果糖 42%% 的 糖浆 ， 该 方法 于 20 世纪 60 年 代 晚期 在 美国 首次 实现 工业 


化 。 近 期 开发 的 提取 工艺 可 以 生产 更 高 果糖 含 9 con 
量 的 糖浆 。 ? d iy 
多 种 微生物 生产 的 葡萄 糖 异 构 酶 已 经 用 ”HL 一 ou won 


于 工业 上 生产 高 果糖 桨 ， 产 生 这 种 酶 的 细菌 mo-i-u | 
包括 气 杆菌 CAerobacter) , KE Hi (Bacillus) Ho = — — Ho 


和 Streptomyces albus, Lactobacillus brevis, H—C—OH 
Actinoplanes missouriensis, Wi y fL Wi #5 BE S CHOH 
构 酶 主要 来 自 Actinoplanes missouriensis, Ba- wuy AW 


cillus coagulans 和 链 霉菌 (Streptomyces) 的 图 11.12 DWB (HORM RAE 
AB. ORR (一 种 己 酮 糖 ) 
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上 述 来 源 与 许多 其 他 来 源 ( 主 要 是 微生物 ) 的 葡萄 糖 异 构 酶 已 经 被 纯化 和 表征 。 这 些 研 
究 揭示 了 下 列 信息 。 葡 萄 糖 异 构 酶 通常 可 以 异 构 化 几 种 糖 ， 其 催化 的 最 多 的 反应 是 D- 葡 萄 
糖 和 DD- 果糖 以 及 DD- 木 糖 和 DD- 木 酮 糖 之 间 的 相互 转化 。 另 外 ， 有 几 种 酶 可 以 催化 D- 核 糖 、D- 
阿 洛 糖 、L- 阿 拉 伯 糖 和 L- 鼠 李 糖 的 异 构 化 。 葡 萄 糖 异 构 酶 通常 需要 二 价 离子 (如 Mg", 
Co' R Mn**) 存在 以 达到 最 大 活性 。 酶 的 分 子 质量 在 50ku 到 190ku 之 间 ， 有 活性 的 异 构 
酶 往往 是 同型 二 聚 体 或 同型 四 聚 体 ， 每 个 亚 基 通过 非 共 价 作用 力 连接 。 微 生物 葡萄 糖 异 构 酶 
的 最 适 温度 在 60~80°C Zr fa], RE pH 值 为 6 一 9。 

大 多 数 微生物 产生 的 葡萄 糖 异 构 酶 是 一 种 胞 内 酶 ， 在 分 离 过 程 中 要 破碎 细胞 。 与 胞 外 酶 
相 比 ， 位 于 胞 内 对 其 分 离 纯化 提出 了 更 高 的 技术 和 成 本 要 求 。 

许多 关于 葡萄 糖 异 构 化 工业 应 用 的 研究 ， 开 始 时 使 用 溶解 酶 。 然 而 大 多 数 工业 规模 的 异 
构 化 系统 使 用 的 是 固定 化 酶 ， 从 经 济 角度 来 看 ， 固 定 化 酶 是 很 可 观 的 ， 因 为 其 实现 了 了 酶 的 重 
复 利用 CB 10 章 ) 。 

止 如 大 多 数 其 他 商业 用 酶 一 样 ， 许 多 葡萄 糖 异 构 酶 是 用 重组 的 方式 在 同 源 和 异 源 系统 中 
生产 的 。 蛋 白质 工程 研究 也 已 经 开始 ， 定 点 突变 用 来 增加 酶 的 热 稳定 性 ， 降 低 其 最 适 pH 
值 ， 或 改变 其 底 物 专 一 性 。 几 项 提高 酶 热 稳定 性 的 研究 ， 是 通过 改变 蛋白 质 表面 氨基 酸 残 基 
来 增强 酶 各 个 亚 基 间 的 非 共 价 作用 力 〈 从 而 使 它们 在 更 高 的 温度 下 仍 能 相连 ) 可 以 提高 热 稳 
定性 。 虽 然 蛋白 质 表面 朴 水 氨基 酸 残 基 的 改变 在 某 些 程度 上 确实 提高 了 酶 的 热 稳定 性 ， 但 是 
研究 也 同时 说 明 引 入 二 硫 键 和 盐 桥 并 没有 起 到 什么 作用 。 


11.2.8 淀粉 转化 的 工业 价值 


为 了 得 到 专 一 的 终 产品 ， 可 以 通过 改变 淀粉 水 解 酶 的 组 合 来 水 解 淀粉 。 主 要 的 商业 终端 
产品 包括 麦芽 糊 精 或 玉米 糖浆 干粉 、 麦 芽 糖浆 、 葡 萄 糖浆 或 高 果 玉 米 糖浆 (图 11.13) RH 
糊 精 (下 一 章 讨论 )。 


(G 0) (e) 


淀粉 淀粉 淀粉 
a-b af- 淀粉 酶 aE 
1 

液化 淀粉 液化 淀粉 液化 淀粉 
eM 有 -淀粉 酶 + 
ER d 支 链 淀粉 酶 

LL AE. LLL LA HERR 

a ee 


图 11.13 淀粉 水 解 产生 重要 的 工业 产品 
(D 中 ，a- 淀 粉 酶 、 葡 葡 糖 淀粉 酶 、 支 链 淀 粉 酶 联合 能 化 产生 葡萄 糖浆 ; (co) T. a RHN, 
有 - 演 粉 酶 、 支 链 淀 粉 醇 联合 催化 产生 麦芽 糖浆 。 简 明 起 见 ， 图 中 省 
去 了 过 程 参 数 (pH 值 及 温度 的 调节 ， 加 稳定 剂 等 ) 
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麦芽 糊 精 是 通过 a- 淀粉 酶 催化 淀粉 的 部 分 水 解 产生 的 (图 11. 13)， 生 成 的 产物 经 过 提 
纯 得 到 不 甜 的 糖 类 营养 品 ， 主 要 包含 以 al 一 4 糖苷 键 连接 的 糖 单元 。 尽 管 提纯 的 产品 成 分 会 
变化 ， 但 一 般 来 说 包括 : 葡萄 糖 1%), EFE (3% 一 5%)、 麦 芽 三 糖 06-1090, XX 
芽 四 糖 (6%) 和 余下 的 分 子 量 更 大 的 糖 类 (75%% 或 更 多 )。 当 淀粉 被 -淀粉 酶 水 解 到 需要 
的 程度 以 后 ， 将 溶液 pH 值 从 6. 5 降 成 3. 0， 再 将 淀粉 浆 加 热 至 沸腾 ， 保 持 约 5min， 使 a- 淀 
粉 酶 完全 失 活 ， 过 滤 ， 流 过 碳 柱 ， 除 掉 微粒 和 色素 ， 纯 化 后 的 麦芽 糊 精 经 过 燕 发、 喷雾 干 燥 
得 到 粉末 状 产品 。 

麦芽 糊 精 存 在 许多 有 用 的 特性 ， 包 括 低 吸 湿性 、 一 种 清淡 的 不 甜 调 味 剂 和 阻止 冰激凌 与 
相关 冷冻 制品 中 冰晶 的 形成 。 它 被 用 作 软 糖 中 的 配料 ， 以 提供 软 糖 的 黏 性 及 咀嚼 性 ; 也 被 加 
到 硬 一 些 的 糖 中 ， 以 保持 糖 的 含水 量 并 延长 其 保存 期 。 在 低 脂 食品 中 ， 高 分 子 量 的 麦芽 糊 精 
产品 〈 即 产品 的 95%% 由 五 糖 及 更 大 的 糖 组 成 ) 可 作为 脂肪 的 替代 品 ， 其 口感 和 脂肪 接近 ， 
但 其 热量 却 还 不 到 脂肪 的 一 半 〔 按 照相 同 质量 计算 )。 在 制药 工业 中 ， 麦芽 糊 精 可 作为 片 剂 
生产 的 胶 黏 剂 以 及 一 些 片 剂 或 胶囊 的 涂 层 剂 。 玉 米 糖 浆 干粉 与 麦芽 糊 精 相似 ， 只 是 玉米 糖浆 
干粉 水 解 得 更 完全 ， 总 的 来 讲 ， 其 应 用 与 麦芽 糊 精 产品 相似 。 

葡萄 糖浆 可 以 用 于 生产 葡萄 糖 晶 体 ， 而 葡萄 糖 唱 体 则 是 生产 许多 有 机 酸 和 其 他 化 学 品 的 
原料 ， 也 是 生产 高 果 玉 米 术 浆 的 原料 。 高 果糖 浆 的 耐 度 与 蔗糖 相当 〈 当 果糖 含量 高 时 可 能 比 
蔗糖 甜 ) ， 但 甜 度 相当 的 高 果糖 浆 比 芯 糖 便宜 10%~20%。 因 此 ， 在 世界 许多 地 方 ， 尤 其 是 
美国 ， 高 果糖 桨 已 经 替代 了 蔗糖 成 为 食品 添加 剂 。 高 果 玉米 糖浆 作为 甜 味 剂 用 于 蛋糕 、 精 
JR. POORER Bei. dE. SBE Bair ane. Ae PI BSE BEI REN, PA Rae He 
好 、 甜 度 适中 ， 可 以 作为 多 种 食品 、 糖 果 、 软 饮料 的 甜 度 剂 ， 也 用 于 冰激凌 中 ， 以 控制 冰晶 
的 形成 。 在 医学 上 ， 麦 芽 糖 浆 用 作 糖 尿 病 患 者 的 静脉 注射 液 。 

淀粉 降解 酶 也 被 用 来 生产 酒精 饮料 和 制作 面包 。 酒精 饮料 的 酿造 生产 有 赖 于 醇 母 在 麦芽 
存在 时 发 酵 糖 类 和 其 他 添加 的 一 些 糖 类 的 能 力 。 醇 母 细胞 没有 降解 淀粉 的 能 力 ， 它 们 只 能 用 
区 萄 糖 或 其 他 简单 的 单 糖 和 二 糖 作为 生长 的 底 物 。 在 发 酵 前 ， 应 促使 谷物 发 芽 ， 因 为 发 芽 的 
种 子 产 生 的 多 种 酶 ， 不 仅 能 降解 淀粉 也 能 水 解 纤维 素 和 种 子 中 的 其 他 结构 多 。 随 后 可 以 通过 
加 热 来 阻止 种 子 发 芽 ， 防 止 种 子 进一步 生长 。 这 时 的 种 子 里 已 含有 -淀粉 酶 、8- 淀 粉 酶 ， 可 
以 水 解 淀粉 产生 醇 母 发 醇 所 学 的 葡萄 糖 和 其 他 糖 类 ， 这 种 工艺 叫做 麦芽 制造 法 。 这 是 用 种 子 
产生 淀粉 水 解 酶 的 传统 工艺 ， 现 在 已 经 被 加 入 微生物 的 外 源 淀粉 水 解 酶 扩充 或 代替 。 

与 发 芽 前 相 比 ， 发 芽 后 谷物 中 有 淀粉 酶 的 含量 相对 恒定 ， 而 a- 淀 粉 酶 的 含量 有 所 升 高 ， 
因此 面粉 通常 含有 较 低 浓度 的 a- 淀粉 酶 。 向 这 种 面粉 中 漆 加 真菌 a- 淀 粉 酶 加 入 面粉 中 ， 能 
够 提高 淀粉 降解 的 效率 ， 使 面团 易于 处 理 ， 并 使 酵母 发 酵 成 为 可 能 ， 因 而 促进 了 面包 的 发 
酵 ， 增 加 了 面包 的 体积 ， 增 强 了 面包 的 结构 。 


11.2.9 a- 淀 粉 酶 用 作 洗 涤 剂 


衣物 上 的 最 普通 的 污点 之 一 就 是 糖 类 食物 污点 。 马 铃 暮 、 麦 片 、 肉 汁 、 意 大 利 面条 、 巧 
克 力 、 布 二 和 婴儿 食品 等 都 有 很 高 含量 的 淀粉 或 改 性 淀粉 。 这 些 淀粉 污点 在 较 高 的 洗涤 温度 
下 才能 有 效 去 除 ， 但 是 在 洗涤 剂 中 加 入 -淀粉 酶 ， 在 较 温和 的 条 件 下 就 可 以 将 它们 除去 。 

早 在 20 世纪 70 年 代 早 期 人 们 就 开始 将 淀粉 酶 加 入 洗涤 剂 中 ，80 年 代 这 一 技术 得 到 普 
jR EB, BI) 90 年 代 中 期 90% 以 上 的 洗衣 粉 中 都 含有 淀粉 酶 ， 含 有 a -淀粉 酶 的 洗 碗 剂 的 比例 
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也 在 上 升 。 大 多 数 传统 的 洗涤 剂 泻 粉 酶 是 由 Bacillus subtilis, Bacillus amylolique facience 
3k Bacillus licheniformis 发 酵 生产 的 ， 其 中 Bacillus licheni formis 产生 的 淀粉 酶 应 用 最 为 
广泛 ， 因 为 这 种 酶 有 很 好 的 热 稳定 性 、 能 耐 受 蛋白 酶 水 解 、 洗 涤 效 果 好 ， 它 在 市 场 上 的 商品 
名 为 Maxamyl (Genencor Int.) 及 Thermamyl (Novo)。 人 们 最 初 开发 淀粉 酶 是 想 用 于 淀 
粉 工艺 ， 却 意外 地 发 现 它 在 洗涤 剂 中 可 以 得 到 了 很 好 的 应 用 。x- 淀 粉 酶 在 不 含 漂白 剂 的 洗涤 
剂 中 比较 稳定 ， 但 当 洗 涤 剂 中 存在 漂白 剂 时 ， 大 多 数 演 粉 酶 会 失去 大 部 分 活性 〈 经 证 实 这 种 
洗涤 剂 保存 6 个 月 后 ， 淀 粉 酶 的 活性 降低 了 一 半 以 上 ) 。 

已 经 盖 明 了 几 种 微生物 -淀粉 酶 的 三 维 结构 ， 对 其 中 的 一 些 开展 了 蛋白 质 工程 研究 。 
结果 发 现 ， 用 洗涤 剂 蛋白 酶 取代 -淀粉 酶 表面 的 氧化 敏感 性 氨基 酸 残 基 ， 将 会 提高 < -淀粉 
酶 对 漂白 剂 的 耐 受 性 。 

对 Bacillus licheni formis 的 we- 淀粉 酶 进行 定点 突变 ， 研 究 表明 将 a- 淀 粉 酶 分 子 表面 的 
197 位 甲 硫 氨 酸 替换 为 一 个 非 氧 化 性 的 氨基 
酸 ， 将 得 到 一 种 抗 氧 化 性 产品 (图 11.140, 100 
根据 这 一 研究 ，Genencor Int. fü Novo 公司 中 
分 别 生产 了 Purafect OxAm 和 Duramyl 两 种 


z 
产品 ， 并 在 20 世纪 90 年 代 中 期 推 向 市 场 。 Boy 二 
人 们 试图 通过 蛋白 质 工程 开发 一 种 存在 so 
较 低 Col 浓度 条 件 下 热 稳定 性 更 好 的 a- 演 粉 40 
We. Cat 是 大 多 数 细菌 a -淀粉 酶 的 辅 因 子 ， i 35 CE 2 M 


可 以 提高 淀粉 酶 的 热 稳定 性 ， 增 强 其 蛋白 水 
解 的 耐 受 性 。 用 定点 突变 技术 在 酶 分 子 的 钙 
离子 结合 位 点 附近 引入 一 些 带 负电 的 氨基 酸 
残 基 ， 从 而 生成 一 种 对 Cat 亲和力 更 强 的 酶 ， 
几 种 经 过 修饰 后 的 酶 即使 在 较 低 的 钙 离子 浓度 条 件 下 也 能 表现 出 很 好 的 热 稳定 性 。 此 技术 经 证 
实在 淀粉 加 工业 及 用 作 洗涤 剂 淀粉 酶 都 具有 重要 的 意义 。 洗涤 剂 中 的 整合 剂 使 得 在 洗 液 中 
Ca^ 浓度 较 低 ， 整 合剂 甚至 可 以 微弱 地 剥离 结合 在 酶 分 子 表面 的 Ca*” ， 从 而 使 酶 失 活 。 


图 11.14 Æ Bacillus licheniformis a- 淀 粉 酶 
及 其 工程 产品 Purafect OxAm 在 过 乙酸 (一 种 
普通 的 洗涤 剂 用 漂白 剂 ) 存在 下 的 稳定 性 


11.2.10 ca- 淀粉 酶 用 于 纺织 品 脱 浆 


现代 纺织 方法 中 对 纺 线 施 加 了 相当 大 的 机 械 应 力 。 为 了 防止 纺 线 断 裂 ， 在 纤维 办 (并 
丝 ) 上 几乎 总 要 涂 上 一 种 物质 ， 该 过 程 称 作 “上 浆 ”(size)。 上 浆 旨 在 纺织 前 强化 纤维 ， 用 
于 上 浆 的 物质 必须 具备 的 特征 ， 与 纺 线 有 良好 的 黏附 性 ， 纺 织 后 容易 除去 〈 纺 织 后 必须 除去 
上 浆 的 物质 ， 否 则 会 阻碍 后 续 正常 的 染色 及 漂白 ) 以 及 廉价 。 人 们 已 经 将 多 种 天 然 或 合成 的 
物质 用 于 纺织 上 浆 〈 见 表 11. 13)。 淀 粉 是 一 种 常用 的 上 浆 剂 ， 因 为 其 成 本 低 、 来 源 广 泛 。 
在 欧洲 常用 马铃薯 淀粉 ， 而 在 美国 和 远东 地 区 则 分 别 多 用 玉米 淀粉 及 米 淀粉 。 


表 11.13 用 于 纺织 品 上 浆 的 物质 


ZIM 
TERAMAN 


甲 基 纤维 素 
RP MER 


明胶 RAKED KG EJ 
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随后 可 以 通过 加 NaOH 蒸汽 加 热 或 加 氧化 剂 除去 淀粉 〈 即 脱 浆 )， 但 是 这 种 方法 会 破坏 
织物 的 结构 ， 并 且 产 生 的 工艺 废水 需要 处 理 。 因 而 用 -淀粉 酶 脱 浆 越 来 越 广泛 。 一般 主要 
用 热 稳定 的 细菌 (HU Bacillus licheni formis) a- 淀 粉 酶 。 在 脱 浆 工艺 中 ， 人 们 根据 酶 浓度 及 
环境 参数 的 不 同调 节 脱 浆 的 时 间 ， 一 般 在 几 分 钟 到 几 小 时 。 

与 纺织 品 一 样 ， 纸 张 通常 也 需要 用 淀粉 上 浆 。 纸 张 通过 上 浆 可 以 保护 其 在 生产 过 程 中 免 
受 机 械 损伤 ， 也 可 以 增强 最 终 产 品 的 硬度 及 手感 〈 此 时 无 需 后 续 的 脱 浆 )。 天 然 淀 粉 的 黏度 
太 大 ， 不 能 用 作 纸 张 上 浆 。 通 过 -淀粉 酶 催化 淀粉 部 分 降解 为 具有 合适 黏度 的 产品 用 于 纸 
张 上 浆 ， 正 日 益 受 到 重视 。 


11.2.11 乳糖 酶 和 芯 糖 酶 


许多 其 他 糖 类 降解 酶 在 一 些 工业 应 用 中 也 很 重要 。 例 如 ， 乳 糖 酶 (8- 牛 乳糖 疹 酶 ， 图 
11.15) 可 以 催化 乳 制品 中 的 主要 糖分 一 一 乳糖 水 解 生成 葡萄 糖 和 半 乳 糖 。 牛 奶 中 一 般 含有 
4.5%~5% 的 乳糖 ， 乳 糖水 解 收 到 关注 有 很 多 原因 。 可 吸收 乳 中 的 乳糖 在 小 肠 吸收 以 前 必须 
要 水 解 成 单 糖 。 尽 管 婴 儿 肠 道内 的 乳糖 酶 活性 很 高 ， 但 一 些 成 人 体内 却 缺 乏 这 种 酶 。 北 欧 的 
成 人 在 其 一 生 中 身体 都 会 产生 较 高 的 肠 道 乳糖 酶 活性 。 体 内 乳糖 酶 含量 较 少 或 根本 没有 乳糖 
酶 的 人 属于 乳糖 酶 偏执 型 ， 不 能 消化 食用 乳糖 。 当 他 们 摄 入 乳糖 时 就 会 产生 胃 部 不 适 及 腹 演 
等 症状 。 这 种 现象 严重 限制 了 乳 制品 作为 许多 成 人 人 群 的 营养 品 。 对 乳 制品 中 的 乳糖 进行 预 
先 的 酶 法 水 解 可 以 解决 这 一 难题 ， 固 定 化 乳糖 酶 已 经 成 功 地 得 到 了 应 用 。 此 外 ， 不 能 消化 乳 
糖 的 人 可 以 在 吃 牛 奶 或 乳 制品 之 前 先 口 服 含 乳 糖 酶 的 片 剂 。 


cu, AB CHOH 


aes HO/ CH:OH 


图 11.15 两 种 二 糖 的 结构 
TUE GT TE e E K hb RE Pn ih 乳 清 ， 很 难处 理 。 毫 无 疑问 ， 乳 清 中 含有 大 量 乳 
糖 ， 但 其 水 解 产 物 可 作为 食品 或 饲料 工业 的 重要 添加 剂 。 乳 糖 的 水 解 可 以 使 得 这 种 副产品 成 
为 一 种 有 用 的 食品 或 饲料 添加 剂 。 乳 清 中 的 乳糖 经 过 水 解 得 到 的 糖浆 甜 度 增加 《〈 但 仅 是 蔗糖 
甜 度 的 70.6) 。 由 于 单 糖 混合 物 的 溶解 性 比 完整 的 乳糖 要 好 ， 从 而 更 适 于 用 作 食 品 工业 。 乳 
糖水 解 物 有 时 也 用 作 冰 激 凌 、 甜 食 、 烤 焙 食品 及 软饮料 的 配料 。 许 多 植物 CUBE. o. fi 


生物 及 哺乳 动物 都 产生 乳 精 酶 。 市 场 上 出 售 的 乳糖 酶 是 由 Kluyveromyces leuti, Kluyvero- 
myces fragilis RUME (Aspergillus niger) CR 11. 14) ^E" f. Hia; SL BERE TF RR VEU 


糖 的 水 解 ， 而 Kluyveromyces 乳糖 酶 可 水 解 全 乳 (pH6. 6) 或 甜 乳 清 (pH6. 1)， 水 解 过 程 
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可 用 游离 酶 的 批 式 系统 或 固定 化 酶 实现 。 

目前 使 用 的 乳糖 酶 在 60 仿 以 上 不 稳定 ， 因 此 酶 催化 水 解 通常 在 低 至 407C 的 温度 下 
进行 。 这 样 的 温度 下 染 菌 就 成 为 了 一 个 很 大 的 难题 ， 尤 其 当 乳 制品 成 为 底 物 时 。 在 实 
际 中 乳 制品 在 水 解 前 通常 先 灭 菌 。 因 此 过 程 的 卫生 以 及 生产 周期 间 的 管道 和 工艺 设备 ， 
在 乳糖 的 水 解 中 就 成 为 关键 因素 。 最 近 ， 一些 耐 热 的 乳糖 酶 (如 Thermus acquaticus FL 
糖 酶 ， 表 11. 14) 已 经 在 各 种 重组 表达 系统 中 表达 ， 这 些 耐 热 乳 糖 酶 比 目 前 工业 上 应 用 
的 乳糖 酶 更 有 吸引 力 。 除 了 技术 方面 的 考虑 以 外 ， 过 程 的 经 济 性 在 酶 的 大 规模 工业 应 
用 中 也 很 重要 。 


表 11.14 乳糖 酶 的 微生物 来 源 及 性 质 


135 


Kluyveromyces lactis 7.0 35 
Kluyveromyces fragilis 6.6 37 201 
Aspergillus niger 3 一 4 55 一 60 124 
A. oryzae 5.0 50—55 90 
E. coli 7.2 40 540 
Bacillus stearothermophilus 6 一 6.4 65 215 
Thermos aquaticus 4.5 一 5.5 80 570 


蔗糖 酶 在 工业 上 也 用 于 蔗糖 的 水 解 。 糖 果 工业 经 常用 酶 形成 一 些 软 心 糖 中 间 的 半 固 体 填 
充 物 ， 它 还 被 用 于 火腿 、 人 造 蜂蜜 及 小 杏仁 饼 的 工业 生产 。 工 业 规 模 的 淀粉 酶 通常 来 自 于 酿 
WA (Saccharomyces cerevisiae) 或 曲霉 (Aspergillus) 的 一 些 选 育 菌株 。 


11.3 ”木质 纤维 素 降解 酶 


地 球 上 大 部 分 的 糖 类 存在 于 植物 生物 质 中 。 生 物质 是 指 一 切 生 长 的 物质 ， 植 物 生物 质 主 
要 由 三 类 聚合 物 组 成 : 纤维 素 (40%), FAR (33%) MARK (23%)。 通 过 光合 作用 
植物 生物 质 实现 了 永久 再 生 ， 从 而 确保 了 这 类 物质 的 供应 永 不 枯竭 。 据 估计 ， 高 等 植物 每 年 
合成 4X10"t 的 纤维 素 ， 这 意味 着 每 人 每 天 占有 超过 70kg 的 纤维 素 。 因 此 ， 纤 维 素 降解 酶 
显然 受到 了 工业 界 的 关注 。 


11.3.1 纤维 素 


纤维 素 是 一 种 直 链 、 非 分 支 的 多 糖 ， 它 是 由 葡萄 糖 亚 单位 通过 有 1 一 4 糖苷 键 连接 而 成 。 
纤维 素 分 子 随 聚 合 物 的 链 长 不 同 而 有 很 大 的 不 同 ， 其 中 一 些 分 子 包 括 3000 一 4000 个 葡萄 糖 
残 基 ， 而 另 一 些 含有 20000 个 残 基 ， 大 部 分 纤维 素 分 子 包括 8000 一 12000 个 葡萄 糖分 子 。 每 
个 葡萄 糖分 子 相对 于 相 邻 的 残 基 旋转 180"， 因此， 把 这 样 重复 的 结构 单元 称 为 纤维 二 糖 
(图 11.16)。 

纤维 素 的 分 子 结构 决定 了 它 的 性 质 ， 这 种 性 质 与 同样 由 葡萄 糖 通过 el1~4 糖苷 键 相 连 构 
成 的 淀粉 有 很 大 的 不 同 。 由 于 连接 键 的 8 构 型 以 及 葡萄 糖分 子 的 空间 重 排 ， 纤 维 素 分 子 形成 
一 种 扩展 的 构象 ， 单 个 纤维 素 分 子 进一步 排列 成 纤维 束 或 纤 丝 ， 纤 维 东 或 纤 丝 由 儿 条 平行 的 
纤维 素 分 子 链 构 成 ， 分 子 链 通过 分 子 间 氢 键 形 成 的 扩张 网 络 定位 。 纤 维 素 分 子 内 部 的 葡萄 糖 
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图 11.16 部 分 纤维 素 骨 架 的 结构 
每 个 葡萄 糖分 子 通过 gla 糖苷 键 连接 ， 后 一 个 葡萄 糖 残 基 相 对 于 前 一 个 葡萄 糖 残 基 旋 转 180° 


残 基 似乎 也 以 氨 键 结合 ， 从 而 构成 了 分 子 在 整体 上 的 刚性 。 纤 丝 内 部 有 一 些 扩 展区 〈 结 晶 
区 )， 具 有 高 度 有 序 的 结构 ， 结 晶 区 是 水 不 溶性 的 ， 对 化 学 和 酶 法 攻击 具有 很 强 的 耐 受 性 ， 
收缩 区 〈 无 定形 区 ) 的 结构 性 较 差 。 

疹 椎 动物 没有 水 解 纤维 素 pA 糖苷 键 的 内 生 酶 ， 因 此 不 能 消化 纤维 素 并 将 其 作为 营养 
源 。 一 些微 生物 ， 尤 其 是 真菌 ， 能 合成 纤维 素 酶 。 反 刍 动 物 的 消化 系统 内 存在 能 水 解 纤维 素 
的 微生物 ， 因 此 可 以 从 纤维 素 中 间接 摄取 营养 。 


11.3.2 半 纤 维 素 和 木质 素 


纤维 素 是 植物 细胞 壁 的 主要 组 分 ， 它 常 与 半 纤维 素 、 木 质 素 等 聚合 物 一 起 存在 ， 很 少 单 
独 存在 。 

半 纤 维 素 通 常 是 一 种 低 分 子 量 多 糖 ， 主 要 由 DAR, Dt ae D-H I. DK 
乳 精 、L- 阿 拉 伯 糖 和 4-O- 甲 基 -D- 葡 萄 糖 醛 酸 组 成 。 细 胞 壁 中 含有 的 最 丰富 的 半 纤 维 素 
包括 ， 葡 聚 精 、 甘 露 聚 糖 和 木 聚 糖 。 木 聚 糖 是 均 聚 物 ， 由 木 精 残 基 通 过 Bl 一 4 糖苷 键 连 
接 而 成 。 

木质 素 是 存在 于 高 等 植物 中 的 一 种 复杂 的 芳香 族 聚 合 物 ， 主 要 位 于 植物 细胞 壁 上 ， 散 布 
在 半 纤 维 素 之 间 。 木 质 素 与 半 纤 维 素 混合 物 形成 一 种 类 似 于 混凝土 的 基底 ， 纤 丝 有 规则 地 册 
人 其 间 。 半 纤维 素 与 木质 素 的 存在 有 助 于 增加 细胞 壁 的 整体 结构 强度 。 树 干 的 木 制 部 分 含有 
20%% 以 上 的 木质 素 。 这 些 木 质 组 织 中 ， 木 质 素 存在 于 细胞 之 间 ， 称 为 胞 间 层 ， 胞 间 层 起 着 胶 
黏 剂 的 作用 ， 将 相 邻 的 细胞 黏合 在 一 起 。 与 纤维 素 或 半 纤 维 素 不 同 的 是 ， 木 质 素 不 是 多 糖 ， 
它 是 主要 由 三 个 醇 类 亚 单位 组 成 的 聚合 物 分 子 ， 这 三 个 亚 单位 是 ， 对 香 豆 醇 、 松 柏 醇和 芥子 
醇 (图 11.17)。 
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图 11.17 木质 素 中 醇 类 分 子 的 结构 
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这 些 醇 类 似乎 通过 随机 交 联 形成 高 度 分 散 的 木质 素 分 子 。 被 子 植物 的 木质 素 通常 含有 等 
量 的 松柏 醇和 芥子 醇 亚 单位 。 而 裸子 植物 的 木质 素 主要 是 由 松柏 醇 亚 单位 组 成 的 ， 草 的 木质 
素 则 同时 含有 三 种 醇 类 亚 单位 。 


11.3.3 ”纤维 素 酶 


能 够 水 解 纤维 素 的 酶 叫做 纤维 素 酶 。 对 纤维 素 酶 的 正式 研究 可 追溯 到 二 战 时 期 ， 当 时 美 
国 军队 记录 了 他 们 在 南 太平 洋 作 战 时 遇 到 的 一 些 纤维 素材 料 〔 如 衣服 、 帐 篷 等 快速 变质 的 
现象 。 研 究 表明 ， 产 纤维 素 酶 的 真菌 是 造成 这 一 现象 的 元 凶 

农业 及 家 庭 废 弃 物 中 含有 大 量 的 纤维 率 ， 木 材 与 木 浆 中 含有 40% 以 上 的 纤维 素 ， 稻 草 
BAER aA 30%~50% 的 纤维 素 ， 而 报纸 中 含有 80% 以 上 的 纤维 素 ， 棉 花 几乎 全 部 由 
纤维 素 构成 。 因 为 纤维 素 经 完全 水 解 生成 葡萄 糖 ， 所 以 任何 能 够 有 效 、 经 济 地 催化 纤维 素 完 
全 水 解 为 葡萄 糖 的 工艺 都 具有 重要 的 工业 价值 。 

纤维 素 不 能 被 单一 酶 降解 ， 而 是 通过 一 系列 酶 以 协同 的 方式 催化 降解 。 自 然 界 中 纤维 素 
类 材料 降解 速度 较 慢 的 原因 如 下 : 

QD 几乎 没有 一 种 微生物 能 够 产生 完整 的 纤维 素 酶 体系 ， 将 纤维 素 完 全 降解 成 葡萄 糖 ; 

O 纤维 素 纤 丝 中 存在 的 单个 纤维 素 分 子 有 序 的 晶体 结构 ， 使 得 酶 催化 水 解 非常 困难 ， 
而 纤维 素 的 无 定形 区 降解 较 快 

© 纤维 素 与 半 纤 维 素 、 木 质 素 (有 时 是 果 胶 ) 之 间 天 然 的 紧密 联系 ， 进 一 步 增加 了 纤 
维 素 酶 降解 纤维 素 的 难度 。 

纤维 素材 料 先 要 进行 一 些 预 处 理 ， 使 纤维 素 分 子 更 容易 酶 解 。 在 工业 规模 上 进行 这 些 预 
处 理 ， 使 得 由 纤维 素 生 产 葡萄 糖 不 经 济 。 纤 维 素 水 解 酶 可 由 许多 微生物 合成 ， 最 显著 的 是 真 
菌 ( 表 11. 15)， 一 些 细菌 也 显示 了 降解 纤维 素 的 能 力 。 


Bacillus spp. 
Cellulomonas spp. 


Trichoderma viride 


T. reesei 
Celluibro spp. 
Thermomonospora spp. 


T. koningii 

Penicillium pinophilum 
P. funiculosum Clostridium thermocellum 
Acetivibrio cellulol yticus 
Bacteroides cellulosolvens 


Bacteroides succinogenes 


Sporotrichum pulverulentum 
Talaromyces emersonii 


Sporotrichum thermophile 
Ruminococcus albus 


R. flavefaciens 


Humicola insolens 


Chaetomium thermophile 


11.3.4 真菌 纤维 素 酶 


真菌 纤维 素 酶 受到 的 关注 最 多 。 真菌 中 主要 是 Trichoderma W, W T. viride, 
T. reesei, T. koningii， 以 及 Penicillium funiculosum， 生 产 的 纤维 素 酶 至 少 能 够 部 分 降解 


天 然 纤维 素 的 结晶 区 。 
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真菌 生产 的 大 多 数 纤维 素 水 解 酶 可 以 归 到 下 列 三 类 之 一 : @ 纤 维 素 内 切 酶 (81 一 4-D- 葡 
聚 糖 内 切 酶 ， 常 简称 为 纤维 素 酶 ); OMERA: GDp- 葡 萄 糖苷 酶 。 所 有 可 以 降解 纤 
维 素 的 真菌 产生 了 这 三 种 酶 各 自 的 多 种 形式 (multiple form)， 一 些 多 种 形式 的 遗传 学 特性 
各 异 ， 而 另 一 些 来 源 于 一 种 蛋白 质 的 部 分 蛋白 水 解 或 差异 糖 基 化 。 这 些 不 同 的 纤维 素 水 解 酶 
联合 作用 ， 就 能 够 溶解 纤维 素 底 物 。 

纤维 素 内 切 酶 〈 葡 聚 糖 内 切 酶 ) 催化 纤维 素 分 子 内 部 的 随机 水 解 。6 种 纤维 素 内 切 酶 的 
活性 都 与 真菌 有 关 。 纤 维 素 内 切 酶 主要 水 解 纤维 素 分 子 中 的 无 定形 区 ， 对 结晶 纤维 素 的 水 解 
活性 较 低 。 

纤维 二 糖水 解 酶 通常 从 纤维 素 分 子 的 非 还 原 末 端 依次 水 解 纤维 二 糖 结构 单元 ， 此 外 ， 
有 -葡萄 糖苷 酶 能 水 解 来 自 纤维 素 分 了 的 短 链 寡 糖 和 纤维 二 糖 ， 产 生 葡 萄 糖 单 体 分 子 。 许 多 纤 
维 二 糖水 解 酶 受 产物 抑制 ， 它 们 的 活性 随 纤维 二 糖 的 浓度 增加 而 降低 ， 但 8- 葡 萄 糖苷 酶 的 
活性 可 以 消除 这 种 抑制 作用 。 


11.3.5 细菌 纤维 素 酶 


许多 好 和 氧 菌 、 大 氧 菌 都 可 以 生产 纤维 素 酶 。 分解 纤 维 率 的 细菌 主要 产生 纤维 素 内 切 酶 ， 
只 有 较 少 的 种 能 产生 纤维 二 糖水 解 酶 。 有 些 能 产生 8- 葡 萄 糖苷 酶 ， 但 这 些 酶 通常 滞留 胞 内 。 
某 些 细菌 亚 类 (最 著名 的 是 Clostridium 属 ， 能 降解 高 度 结晶 的 纤维 素 ) 能 产生 高 分 子 量 的 
酶 复合 体 ， 称 为 纤维 聚 糖 酶 。 这 种 纤维 素 糖 酶 通常 由 几 种 苟 聚 糖 内 切 酶 和 儿 种 葡 窜 糖 外 切 酶 
组 成 ， 这 些 酶 通过 一 些 较 短 的 序列 (停靠 域 ，docking domain) 与 一 个 较 大 的 非 催化 蛋白 
(脚手架 亚 基 ，scaffoiding subunit) 结合。 这 种 高 度 有 序 的 结构 ， 使 其 降解 纤维 素 物质 更 加 


有 效 。 这 些 纤维 聚 糖 酶 可 能 锚 定 在 产生 菌 的 表面 ， 因 此 要 求 这 些 菌 停 个 在 纤维 素 表面 ， 以 便 
引发 底 物 的 水 解 〈 图 11. 18) 。 
细胞 质 Bat 
ARR 一 - mH 
纤维 | 
z5 


; 
299—989 ues 
O-6—6-0-0 
图 11.18 细菌 纤 维 素 酶 体 的 一 般 公 认 结构 
连 在 停靠 平台 上 的 纤维 素 结合 域 与 纤维 素 微 纤 丝 中 的 纤维 束 结 合 ， 抗 乱 了 后 者 的 晶体 结构 ， 
使 得 纤维 素 伸 展 ， 并 可 以 被 纤维 素 醇 体 的 多 种 纤维 素 分 解 活性 所 作用 。 详 兄 正 文 


11.3.6 纤维 素 酶 的 结构 


许多 纤维 素 内 切 酶 或 一 些 纤维 素 外 切 酶 经 过 有 限 的 蛋白 酶 解 ， 生 成 两 种 蛋白 质 组 分 : 一 
个 能 与 纤维 素 结合 〈 纤 维 素 结合 域 ); 另 一 个 是 催化 域 (图 11. 19)。 不 是 所 有 的 纤维 素 酶 都 
有 结合 域 ， 而 且 含有 结合 域 的 酶 的 三 维 结构 与 大 小 也 不 相同 。 通 过 将 纤维 素 酶 定向 于 底 物 上 ， 
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"m" 纤维 素 结合 域 


图 11. 19 ”纤维 素 酶 的 结构 简 图 


纤维 素 结合 域 有 助 于 对 纤维 素 进行 更 有 效 的 水 解 。 纤 维 素 结合 域 通过 一 个 较 短 的 连接 序列 与 
酶 的 催化 域 连接 。 就 已 经 研究 的 纤维 素 酶 来 看 ， 这 一 连接 序列 的 长 度 为 6 一 59 个 氨基 酸 残 
基 ， 它 富 含 肛 氨 酸 和 关 基 化 氨基 酸 ， 通 常 是 高 度 糖 基 化 的 。 基 于 一 定 长 度 氨 基 酸 序列 的 催化 
域 ， 在 不 同 的 纤维 素 酶 中 变化 很 大 。 不 变 的 是 ， 催 化 域 比 结合 域 大 得 多 ， 其 在 纤维 素 酶 中 的 
含量 为 70%% 甚 至 更 多 。 

这 里 对 于 纤维 素 水 解 的 总 结 有 些 过 于 简单 了 ， 实 际 上 该 聚合 物 的 酶 法 降解 是 十 分 复杂 
的 ， 而 且 对 于 这 一 过 程 究竟 需要 几 种 酶 以 及 每 一 种 酶 在 整体 降解 过 程 中 所 起 的 确切 作用 尚 存 
在 争论 。 人 们 对 细菌 纤维 素 酶 系统 的 了 解 比 对 真菌 的 更 少 。 


11.3.7. 纤维 素 水 解 的 工业 应 用 


纤维 素 酶 及 其 相关 酶 的 工业 应 用 很 多 。 由 纤维 素 生产 的 葡萄 糖 可 直接 应 用 于 人 及 动物 的 
食物 中 ， 葡 萄 糖 也 可 以 作为 随后 的 发 酵 或 其 他 工艺 的 底 物 ， 制 得 一 些 有 价值 的 最 终 产品 ， 
乙醇 、 甲 醇 、 丁 醇 、 甲 烷 、 氨 基 酸 、 有 机 酸 、 单 细胞 蛋白 等 。 纤 维 素 水 解 酶 也 可 以 直接 用 来 
提高 高 纤维 含量 的 食物 的 可 吸收 性 ， 改 善 食品 的 味道 、 结 构 及 其 他 性 质 。 

除了 上 述 用 途 以 外 ， 纤 维 素 酶 也 有 以 下 应 用 : 

(p 洗涤 剂 中 的 添加 剂 ; 

© 砂 洗 粗 斜 棉布 ; 

Q 从 水 果 中 提取 果汁 的 最 大 化 与 果 胶 酶 一 起 使 用 ) ; 

© 果汁 的 澄清 “与 果 胶 酶 一 起 使 用 ); 

© 在 生产 发 酵 豆 制品 时 除去 大 豆 外 皮 ; 

© 改善 汤 粉 和 菜 干 的 再 水 合作 用 ; 

CD 动物 饲料 添加 剂 〈 第 1230; 

@ 青贮 饲料 制作 中 的 添加 剂 ; 

© 海藻 胶 凝 的 添加 剂 。 

上 述 应 用 范围 有 限 ， 既 有 技术 方面 的 难题 ， 又 有 经 济 方面 的 原因 。 如 前 所 述 ， 降解 纤维 
素 的 生物 体 合成 了 非常 复杂 的 纤维 素 水 解 酶 系统 。 在 大 多 数 情况 下 ， 对 纤维 素 降解 的 分 子 机 
理 的 了 解 还 很 有 限 。 纤 维 素 分 子 的 结晶 重 排 为 纤 丝 ， 以 及 其 他 聚合 物 〈 如 木质 素 、 果 胶 和 半 
EYER) 与 纤维 素 的 紧密 连接 ， 都 大 大 地 阻碍 了 酶 法 降解 过 程 。 有 效 的 水 解 需要 进行 昂贵 的 
预 处 理 ， 以 及 纤维 素 水 解 酶 生产 的 高 成 本 ， 进一步 降低 了 酶 法 水 解 在 经 济 上 的 可 行 性 。 大 多 
数 野 生 菌 只 能 生产 较 少 的 纤维 素 酶 ， 而 且 酶 的 专 一 性 也 不 能 令 人 满意 。 诱 变法 得 到 了 高 产量 
的 菌株 ， 但 其 专 一 性 仍然 较 差 。 许 多 纤维 素 酶 会 被 其 催化 形成 的 产物 所 抑制 ， 这 种 抑制 作用 
进一步 降低 了 降解 速率 。 

商品 化 的 纤维 素 酶 来 自 真菌 ， 如 Trichoderma longibrachiatum, Humicola insolens; 
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商品 化 的 细菌 纤维 素 酶 一 般 来 自 杆菌 〈bacilli) 。 专 一 性 的 重组 纤维 素 内 切 酶 也 已 经 得 到 应 
用 ， 主 要 用 在 洗涤 剂 工业 和 纺织 工业 ， 如 下 文 所 述 。 


11.3.8 ARRA 


20 世纪 80 年 代 末 ， 纤 维 素 酶 在 日 本 被 首次 加 到 洗涤 剂 中 ， 在 90 年 代 这 一 方法 相继 被 
欧洲 和 美国 所 效仿 。 尽 管 有 几 种 纤维 素 酶 经 证 实在 碱 性 pH 值 下 有 活性 ， 而 且 在 典型 的 洗涤 
剂 配方 中 稳定 ， 但 不 是 所 有 的 纤维 素 酶 都 具有 用 作 洗 涤 剂 的 物理 化 学 性 质 。 表 11. 16 列 出 了 
用 作 洗涤 剂 的 主要 纤维 素 酶 。 

日 本 KAO 公司 通过 一 系列 的 筛选 程序 鉴定 了 一 种 来 自 碱 性 Bacillus (Bacillus KSM- 
635) 的 耐 受洗 涤 剂 的 纤维 素 酶 。 应 用 离子 交换 色谱 和 凝 胶 过 滤 色 谱 进行 纯化 得 到 两 个 纤维 
XE MRA TINE) 峰 ， 其 分 子 质量 分 别 为 130ku 及 103ku, 在 40°C, pH 9.5 时 有 最 大 
活性 ,在 pH 6 一 11 范围 内 温 育 时 保持 稳定 ， 纤 维 素 酶 对 多 种 表面 活性 剂 、 整 合剂 稳定 ， 受 
Hg'* 和 Cut 抑制 ， 保 持 热 稳定 性 需要 Co'* 、Ca** 、Mg** 或 Mn'*, Novo Nordisk 公司 的 
纤维 素 酶 产品 Celluzyme GR 11. 16) 来 源 于 嗜 热 性 真菌 Humicola insolens DSM1800， 该 产 
品 包括 一 系列 葡 聚 糖 内 切 酶 、 纤 维 二 糖水 解 酶 和 8- 葡萄 糖苷 酶 。Novo Nordisk 公司 的 产品 
Carezyme CK 11.16) 是 从 H. insolens 中 分 离 到 的 葡 聚 糖 内 切 酶 ， 但 是 其 基因 在 米 曲 霉 
(Aspergillus oryzae) 工程 菌 中 加 以 表达 。 


表 11.16 ”主要 洗涤 剂 纤维 素 酶 的 来 源 、 特 征 及 工业 制造 商 


y 


KAO Corp. Japan 
Novo Nordisk Humicola insolens 7~9 
Novo Nordisk 重组 Humicola insolens 外 切 酶 10 


洗涤 剂 中 的 纤维 素 酶 有 多 种 作用 ， 包 括 去 除 污 点 、 色 素 ， 脱 球 Cdepilling) 和 软化 织 
物 。 在 纤维 素 类 织物 〈 棉 / 棉 混纺 ， 人 造 纤维 ， 亚 麻 ) 中 通过 纤维 素 的 有 限 水 解 达 到 上 述 效 
果 。 显 然 ， 棉 织物 污点 中 的 污 物 分 子 会 被 微 纤 丝 的 无 定形 区 截留 ， 从 而 使 得 有 效 去 除 它们 十 
分 困难 。 洗 涤 剂 中 的 纤维 素 酶 会 部 分 裂解 纤维 中 无 定形 区 的 纤维 素 分 子 ， 从 而 使 得 污 物 更 容 
易 去 掉 ， 而 且 不 会 造成 棉 织物 的 大 量 降解 。 

去 除 色 素 、 脱 球 和 软化 织物 都 是 基于 相同 的 效应 。 衣 物 的 重复 穿戴 与 洗涤 ， 会 对 棉 纤维 
造成 一 定 的 损伤 ， 结 果 微 纤 丝 会 从 光滑 的 棉 纤维 表面 突起 。 颜 色 亮度 下 降 ， 颜 色 亮度 有 赖 于 
色素 的 漂白 。 显 然 是 因为 不 平整 的 棉 纤维 表面 散射 人 射 光 ， 所 以 衣物 表面 发 暗 。 用 纤维 素 酶 
处 理 可 以 除 掉 这 些 损坏 的 微 纤 丝 ， 从 而 使 纤维 表面 重新 光滑 。 显 然 ， 微 纤 丝 锚 点 处 的 机 械 损 
伤 会 使 得 该 区 域 更 容易 受到 纤维 素 酶 的 作用 。 

颜料 的 去 除 及 纤维 的 软化 也 是 同样 的 道理 。 重 复 穿着 和 洗涤 衣物 会 对 纤维 造成 机 械 损 
伤 ， 微 纤维 会 从 原来 光滑 的 纤维 表面 暴露 出 来 ， 从 而 降低 了 衣服 的 光泽 度 。 用 纤维 素 酶 处 理 
被 破坏 的 纤维 能 够 使 纤维 表面 重新 光滑 (这 表明 前 端 机 械 损伤 的 微 纤 维 更 易于 水 解 )。 

正在 发 生 的 机 械 损伤 使 得 微 纤 丝 聚 集 形成 被 称 为 球 粒 的 小 球 。 纤 维 素 酶 能 水 解 纤维 表面 
球 粒 的 锚 点 ， 产 生 一 种 脱 球 效应 。 除 去 微 纤 丝 ， 防 止 单个 纤维 的 联 锁 ， 从 而 改善 了 织物 的 质 
地 和 手感 。 这 个 过 程 就 是 织物 软化 。 


40( 最 适 温度 ) 
50( 最 高 温度 ) 
50( 最 高 温度 ) 


KAC 


Celluzyme 


Carezyme 
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11.3.9 砂 洗 和 生物 抛光 


纤维 素 酶 可 应 用 于 纺织 工业 ， 促 进 粗 斜 棉布 的 砂 洗 和 棉 织品 的 生物 抛光 。 砂 洗 处 理 后 粗 斜 棉 
布 会 看 起 来 更 旧 ， 呈 现 粗 糙 的 外 观 。 传 统 的 砂 洗 过 程 是 将 棉布 放 人 含有 浮石 的 水 中 洗涤 ， 通 过 机 
械 摩擦 的 作用 达到 砂 洗 效果 。 纤 维 素 酶 可 以 替代 浮石 ， 达 到 类 似 的 效果 。 纤 维 素 酶 的 使 用 可 以 减 
少 对 洗涤 机 器 的 机 械 损 伤 ， 不 需要 浮石 ， 使 得 一 个 操作 周期 可 以 洗涤 更 多 的 粗 斜 棉布 。 粗 斜 棉布 
染色 时 〈 尤 其 是 用 靛蓝 染色 )， 大 部 分 染料 分 子 附着 在 粗 斜 棉布 纱 线 表面 。 纤 维 素 酶 的 使 用 可 以 
催化 纤维 素 纤维 部 分 水 解 ， 释 放出 一 些 色素 ， 使 处 理 后 的 棉布 呈现 磨损 或 褪色 的 外 观 。 

生物 抛光 过 程 是 指使 用 纤维 素 酶 来 处 理 新 棉 织品 ， 旨 在 除去 新 棉 织品 表面 变 松 或 突出 的 
微 纤 丝 ， 使 纤维 变 得 尽 可 能 光滑 ， 延 缓 起 球 ， 延 缓 脱 色 ， 在 长 时 间 穿 着 后 仍 显得 很 新 。 


11.3.10 WERE 


人 类 活动 对 环境 的 影响 ， 受 到 越 来 越 多 的 关注 ， 对 尽 可 能 地 回收 污染 物 起 到 了 推动 作 
用 。 其 中 一 个 重要 的 例子 就 是 废 纸 的 回收 和 再 利用 。 据 估计 ， 在 美国 ， 大 约 50% 的 废 纸 得 
以 回收 利用 。 要 想 重 新 利用 废 纸 ， 就 必须 除 掉 纸 料 上 的 墨汁 。 一 些 纸 上 的 墨汁 很 容易 去 掉 
(如 报纸 使 用 的 油墨 )， 但 大 多 数 纸张 的 脱 墨 是 不 容易 的 。 脱 墨 过 程 包括 将 墨汁 颗粒 从 纸 纤维 
表面 去 除 ， 然 后 通过 洗涤 使 脱 下 来 的 胡 汁 与 纤维 分 离 。 这 个 过 程 可 以 通过 化 学 方法 实现 ， 但 
会 产生 废物 排放 ， 需 要 认真 的 处 理 。 酶 催化 脱 墨 则 较为 环保 经 济 ， 脂 肪 酶 可 以 降解 从 而 去 除 
植物 油墨 。 另 一 些 合成 墨汁 则 难以 通过 酶 法 降解 。 这 些 合成 油墨 则 需要 用 纤维 素 酶 〈 有 时 也 
用 纤维 素 酶 及 半 纤 维 索 酶 的 混合 酶 ) 降解 ， 这 些 酶 部 分 水 解 纤维 素 和 半 纤 维 素 纤维 ， 释 放 纤 
维 表面 附着 的 墨汁 分 子 ， 进 而 促进 脱 黑 。 


11.4 果 胶 与 果 胶 酶 


果 胶 是 高 等 植物 中 发 现 的 另 一 种 结构 性 多 糖 ， 主 要 存在 于 细胞 壁 及 胞 间 层 ， 起 到 结合 相 邻 细 
胞 的 作用 。 多 种 能 降解 果 胶 的 酶 已 经 从 植物 和 微生物 中 分 离 得 到 。 果 胶 的 降解 对 植物 细胞 的 生长 
和 果实 的 成 熟 有 重要 作用 。 微 生物 果 胶 酶 〈 主 要 由 真菌 产生 ) 已 经 用 在 大 规模 的 工业 化 过 程 中 。 
重组 DNA 技术 推动 了 编码 果 胶 酶 的 基因 的 确定 、 克 隆 和 测序 ， 并 使 它们 能 在 异 源 体系 中 表达 。 


11.4.1 果 胶 


果 胶 是 一 类 相当 多 样 的 多 糖 ， 其 组 成 和 分 子 量变 化 很 大 。 半 乳糖 醛 酸 是 组 成 果 胶 最 主要 
的 分 子 ， 在 有 些 果 胶 中 含量 可 达到 60% 一 80%。 果 胶 中 经 常 包含 的 其 他 糖 类 有 和 鼠 李 糖 、 阿 
拉 伯 糖 、 半 乳糖 和 木 糖 (图 11. 20)。 

完整 的 未 成 熟 植物 组 织 中 存在 的 果 胶 分 子 ， 通 常 称 为 原 果 胶 。 似 乎 因为 其 高 分 子 大 小 以 及 与 
钙 离 子 或 其 他 二 价 阳 离子 结合 ， 所 以 原 果 胶 是 不 溶 于 水 的 。 所 有 其 他 果 胶 都 是 溶 于 水 的 ， 从 原 果 
胶水 解 而 产生 。 果 胶 可 以 被 看 作 主 要 是 由 半 乳 糖 醛 酸 组 成 的 多 糖 ， 至 少 75% 的 半 和 乳糖 醛 酸 都 是 甲 
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图 11.20 果 胶 中 常见 单 体 的 结构 
RRR. 758 75 中 以 上 的 半 和 乳糖 醛 酸 与 甲醇 酯 化 ， 形 成 半 乳 糖 醋酸 甲 酯 
酯 化 的 。 对 这 些 半 乳 糖 醛 酸 酥 进行 脱 酯 ， 从 而 生成 一 种 被 称 为 果 胶 酸 的 物质 。 果 胶 类 物质 通常 可 
以 分 为 半 乳 糖 醛 聚 糖 、 鼠 李 半 乳糖 醛 聚 糖 、 阿 拉 伯 泰 糖 、 半 和 乳 聚 糖 和 阿拉 伯 半 乳 聚 糖 。 

鼠 李 半 乳 聚 糖 代表 着 果 胶 中 的 主要 组 分 ， 这 种 多 糖 的 骨架 ， 主 要 由 a-D 半 乳糖 醛 酸 结构 单元 
通过 al-4 键 连接 而 成 。L- 鼠 李 糖 分 布 于 骨架 之 中 ， 分 布 间隔 为 25 一 30 个 半 乳 糖 醛 酸 结 构 单元 。 
鼠 李 糖 结构 单元 通过 hl 一? 键 或 pi- 键 与 D- 半 乳糖 醋酸 残 基 相 连 。 不 同 长 度 的 侧 链 (通常 由 半 
乳糖 醛 聚 糖 、 半 乳 聚 糖 、 阿 拉 伯 珍 糖 或 阿拉 伯 半 乳 聚 糖 构成 ) 从 主 链 上 分 出 来 《图 11. 21)。 


OC 
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图 11.21 鼠 李 半 乳 聚 糖 片段 的 结构 
片段 包含 高 密度 的 侧 链 ( 称 之 为 “发 状 区 ”)， 这些 发 状 区 一 般 与 便 链 以 外 的 伸展 序列 
HLH FRE”) HOR 
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11.4.2 RR 


果 胶 酶 分 为 两 大 类 : FRE SRBC EH FRE ARBs DRRR. RR A 
Bi üt EH) Ses P OEA PRL ELE BR A SE AB ARREN, EN 
橘 果 实 及 蔬菜 中 含量 尤为 丰富 。 人 们 在 大 量 的 微生物 〈 尤 其 是 真菌 ) 中 也 发 现 了 这 种 酶 。 

解 聚 酶 的 作用 是 通过 水 解 水解 酶 ) 或 8- 消除 CRAM) RAM MTR. RAE. 
先是 果 胶 酯 酶 催化 去 除 糖 昔 上 的 甲 氧 基 ， 随 后 解 聚 酶 发 挥 作用 。 

多 聚 半 乳 糖 醛 酸 酶 可 以 催化 B- 半 乳糖 醛 酸 之 间 的 a-1.4 键 水 解 。 高 等 植物 及 微生物 体内 
多 种 不 同 的 多 聚 半 乳 糖 醛 酸 酶 活性 已 经 被 鉴别 。 多 聚 半 乳 糖 醛 酸 内 切 酶 可 以 催化 了 半 乳 糖 醛 
酸 片段 分 子 内 部 的 cl1-~4 糖苷 键 水 解 ， 由 于 裂解 位 点 是 随机 的 ， 所 以 产生 了 许多 低 分 子 量 的 
守 糖 。 这 一 过 程 需 要 用 果 胶 甲 酯 酶 先 除去 甲 氧 基 。 多 聚 半 乳 糖 醛 酸 外 切 酶 从 聚 半 乳糖 醛 酸 的 
非 还 原 末端 依次 催化 去 除 半 乳 糖 醛 酸 残 基 。 

裂 合 酶 是 一 种 降解 果 胶 的 解 聚 酶 ， 几 乎 全 由 微生物 产生 ， 能 通过 8- 消 除 催 化 裂解 连接 
半 乳 糖 醛 酸 残 基 的 a1 一 4 糖苷 键 。 在 除去 甲 氧 基 以 后 ， 果 胶 裂 合 内 切 酶 可 以 催化 聚 半 乳 糖 醚 
酸 内 部 糖苷 键 的 裂解 ， 该 酶 分 离 自 植物 微生物 病原 体 中 ， 具 有 较 高 的 最 适 pH 值 ， 需 要 钙 离 
子 存在 以 维持 活性 。 

果 胶 裂 合 外 切 酶 主要 由 细菌 产 生 。 大 部 分 这 种 酶 可 以 催化 半 和 乳糖 醛 聚 糖 倒数 第 二 个 
糖 苍 键 水 解 ， 产 生 半 和 乳糖 醛 酸 二 聚 体 分 子 。 有 些 果 胶 裂 合 外 切 酶 可 以 裂解 末端 糖 节 键 ， 
产生 一 分 子 的 半 和 乳糖 醛 酸 。 与 果 胶 内 切 酶 相 比 ， 大 多 数 果 胶 外 切 酶 倾向 于 攻击 不 带 甲 氧 
基 团 的 聚 半 乳 粮 醛 酸 。 这 些 酶 主要 是 由 真菌 产生 的 ， 通 常 催化 内 部 糖苷 键 的 随机 水 解 ， 
7" ^ ARAE (09 SEE PLB AE AR . 


11.43. 果 胶 及 果 胶 降解 酶 的 工业 价值 


果 胶 已 经 得 到 了 广泛 的 工业 应 用 ， 因 为 果 胶 的 水 洲 液 黏度 比较 大 ， 在 酸性 条 件 下 加 糖 加 
热 就 会 很 容易 成 胶 ， 从 而 使 得 果 胶 用 作 很 多 食品 工业 的 胶 凝 剂 、 乳 化 剂 和 增 稠 剂 。 用 于 这 些 
方面 的 果 胶 分 为 高 甲 氧 化 果 胶 及 低 甲 氧 化 果 胶 。 就 像 名 字 中 提 到 的 ， 高 甲 氧化 果 胶 中 大 部 分 
糖 醛 酸 残 基 是 甲 氧 化 的 ， 在 低 甲 氧化 果 胶 中 ,很 多 甲 氧 基 团 被 去 除了 。 低 甲 氢化 果 胶 的 成 胶 
作用 需要 加 入 某 种 金属 离子 来 实现 ， 即 使 有 糖 存在 ， 而 高 甲 氧化 果 胶 的 成 胶 需要 大 量 的 糖 。 
低 甲 氧化 果 胶 使 得 生产 含 糖 量 低 的 果汁 及 果冻 成 为 可 能 。 商 用 果 胶 主要 从 柑橘 果实 外 这 或 甜 
全 废 粕 中 提取 得 到 ， 这 两 种 原料 都 富 含 果 胶 。 

果 胶 酶 用 于 很 多 工业 过 程 ， 尤 其 是 果汁 提取 和 澄清 工业 。 果 汁 是 水 果 经 机 械 压 榨 制 成 ， 
在 许多 情况 下 ， 水 果 的 物理 性 质 妨碍 了 果汁 提取 的 最 大 化 ， 但 加 入 商业 果 胶 酶 制剂 就 可 以 大 
大 提高 果汁 的 产量 。 

真菌 果 胶 酶 制剂 经 常用 于 从 苹果 及 葡萄 中 最 大 化 提取 果汁 。 从 大 多 数 软 水 果 Cn BERE. 
草莓 和 黑莓 ) 中 提取 果汁 可 以 通过 加 入 外 源 果 胶 酶 提高 产 率 。 

商业 果 胶 酶 制剂 一 般 用 于 透亮 果 计 的 澄清 ， 如 苹果 汁 、 巢 汁 。 大 部 分 新 榨 成 的 果汁 中 含 
有 较 多 的 可 溶性 果 胶 ， 这 些 果 胶 造 就 了 榨 成 果汁 的 黏度 和 浊 度 。 浊 度 的 形成 说 明 果汁 中 某 种 
组 分 或 多 种 组 分 《与 果 胶 相关 的 组 分 ) 的 溶解 度 降低 。 但 通过 加 入 商业 果 胶 酶 制剂 部 分 水 解 
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果 胶 ， 可 以 使 产品 黏度 明显 下 降 。 而 且 果 胶 部 分 水 解 后 ， 浑 浊 颗 粒 会 变 得 不 稳定 ， 从 溶液 中 
凝结 和 沉淀 ， 随 后 通过 离心 和 过 滤 等 方法 除去 沉淀 物 ， 便 可 获得 透亮 和 澄清 的 果汁 。 所 以 果 
胶 酶 处 理 可 以 降低 溶液 的 黏度 ， 使 得 生产 浓缩 果汁 成 为 可 能 。 

果 胶 酶 制剂 也 用 于 水 果 或 蔬菜 的 浸渍 ,浸渍 作用 是 通过 选择 性 水 解 胞 间 层 的 果 胶 ， 
将 水 果 或 蔬菜 组 织 转化 为 悬浮 的 单个 细胞 。 浸渍 通常 采用 具有 高 水 平 多 聚 糖 醛 酸 酶 活力 
的 商业 果 胶 酶 制剂 来 实现 ， 该 酶 直接 加 到 熟 成 期 间 的 水 果 软 化 工序 中 。 酶 法 浸渍 可 以 用 
于 生产 带 果 肉 饮料 和 一 些 婴 儿 食 品 。 果 胶 酶 还 可 以 用 于 从 橘子 和 柠檬 皮 中 提取 多 种 柑橘 
油 和 色素 。 

最 常见 的 果 胶 酶 制剂 是 由 真菌 〈 如 曲霉 和 青 霉 ) 生产 的 。 果 胶原 料 ERE, H 
和 甜菜 废 粕 粉 ) 一 般 混在 发 酵 培 养 基 中 ， 用 于 培养 生产 果 胶 酶 的 真菌 。 这 些 原料 不 仅 可 以 强 
化 果 胶 酶 的 生产 ， 而 且 会 促进 酶 从 菌 丝 体 中 分 泌 。 产 生 的 酶 通常 通过 沉淀 的 方式 浓缩 和 部 分 
提纯 ， 随 后 加 入 稳定 剂 、 保 护 剂 和 其 他 添加 剂 ， 制 成 最 终 的 酶 制剂 ， 以 液态 或 固体 形式 进入 
市 场 销 售 。 商 业 果 胶 酶 制剂 通常 具有 很 多 降解 果 胶 的 活性 ， 大 部 分 酶 制剂 含有 相当 多 的 其 他 
酶 ， 如 纤维 素 酶 和 半 纤 维 素 酶 。 
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第 12 章 
其 他 一 些 工业 栈 


12.1 Fk 肪 酶 


脂肪 酶 是 能 催化 脂 类 的 水 解 ， 生 成 甘油 和 脂肪 酸 的 酶 。 该 反应 通常 是 可 逆 的 〈 图 12. D. 
它们 在 水 溶液 中 对 可 溶性 底 物 几乎 很 少 甚至 不 


表现 活性 。 相 反 它们 只 有 在 水 - 底 物 (如 脂 类 ) 

1 界面 表现 出 活性 ， 一 种 称 为 界面 活化 的 过 程 。 
P R &—coon 广泛 来 自 于 各 种 哺乳 动物 、 植 物 、 真 苦 、 酵 母 
eu— o : A coon 和 细菌 的 脂肪 酶 都 获得 了 纯化 。 其 中 有 儿 种 的 
rn CH 一 OH R,—coou 三 维 空间 结构 已 被 阐述 。 这 些 酶 的 分 子 质量 通 
ans P udin 常 在 20—60ku 的 范围 ， 而 且 尽 管 序列 同 源 性 相 
对 较 低 ， 它 们 均 有 相似 的 三 维 空间 结构 。 例 如 ， 

Miz 1 RR KEN E 它们 显示 了 一 个 典型 的 a/B 水解 酶 折 蕉 ， 栈 的 核 


心包 含 一 个 由 8 个 B 结 构 的 延展 (stretch) 组 成 并 用 a 螺旋 片段 连接 的 B 片 。 

脂肪 酶 通常 被 称 为 丝氨酸 水 解 酶 ， 因 为 它们 的 催化 三 分 体 与 丝氨酸 蛋白 酶 有 些 类 似 。 
脂肪 酶 的 三 分 体 通常 由 丝氨酸 和 组 氨 酸 残 基 连 同一 个 天 冬 氨 酸 或 谷 氨 酸 残 基 组 成 活性 
位 点 形态 有 所 不 同 ， 因 为 它 被 一 大 片 疏 水 区 域 所 包围 。 整 个 区 域 依次 被 保护 或 由 一 个 盖 
子 似 的 由 极 性 〈 带 电 ， 如 亲 水 性 ) 氨基 酸 残 基 组 成 的 多 肽 环 覆 盖 。 这 些 “ 盖 子 ” 的 存在 
可 能 就 解释 了 为 何在 水 中 脂肪 酶 对 可 溶性 底 物 不 显 活性 。 当 酶 与 脂 类 界面 接触 就 产生 了 
一 个 构象 的 变化 ， 导 致 活性 位 点 能 自由 地 到 达 底 物 分 子 (如 图 12. 2)， 因 此 也 解释 了 前 述 
的 界面 活化 现象 。 

对 脂肪 酶 的 工业 需求 在 过 去 20 年 稳定 地 增长 ， 保 守 估计 脂肪 酶 在 工业 酶 销售 中 已 占 了 
7%。 脂 肪 酶 的 单一 最 广泛 应 用 是 用 作 洗涤 剂 的 内 含 物 。 脂 肪 酶 也 应 用 在 食品 工业 、 有 机 合 
成 和 纸张 、 纸 浆 处 理工 业 中 。 商 业 脂肪 酶 的 来 源 通常 包括 假 丝 酵母 、 假 单 胞 菌 和 根 霉 的 各 种 
菌 种 ， 另 外 一 些 商业 制剂 来 源 于 枯草 芽孢 杆菌 (Bacillus subtilis), ARR (Aspergillus 
niger)、 毛 霉菌 、 腐 殖 苗 和 青 霉 菌 等 。 以 前 一 些 商 业 脂 肪 酶 是 从 来 自 自然 生物 中 直接 提取 而 
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疏水 氨基 酸 残 基 排 成 
GEE] 


E= 甘 油 三 酯 


活性 位 点 


Sik “mF” 
KR 脂肪 酶 在 油 -水 界面 


图 12.2 脂肪 酶 附着 在 油 - 水 界面 上 构象 发 生 改 变 使 活性 位 点 与 底 物 结合 
详 见 正文 


制 得 。 现 在 重点 已 放 在 从 重组 菌 种 生产 ， 原 因 是 该 酶 在 自然 生物 中 表达 水 平 较 低 。 


12.1.1 洗涤 剂 中 的 应 用 


脂肪 酶 在 洗衣 工业 的 最 早 应 用 记录 可 追溯 到 1913 年 ， 当 时 Rhom 将 胰腺 提取 物 加 入 到 
洗涤 剂 中 。 但 是 表面 活性 剂 和 洗涤 剂 的 添加 成 分 会 抑制 胰腺 酶 类 的 活性 ， 直 到 20 世纪 70 年 
代 研 究 人 员 才 确认 应 用 于 洗涤 剂 的 合适 脂肪 酶 。 现 在 主要 的 洗涤 剂 脂肪 酶 是 通过 重组 手段 生 
产 的 〈 如 表 12.1), 


ana 主要 的 商用 洗涤 剂 的 来 源 及 制造 商 


Aspergillus oryzae 
Pseudomonas alcaligenes 
Bacillus sp. 


Humicola lanuginosa 


Novo Nordisk 
Gist Brocades 


Lipolase 
Lipomax 
Lumafast 


Pseudomonas alcaligenes 


Pseudomonas mendocina 
lipolase 的 蛋白 质 工程 变异 体 
lipolase 的 蛋白 质 工程 变异 体 


Genencor 
Novo Nordisk 
Novo Nordisk 


Lipolase Ultra 


Lipo Prime 


脂 类 污垢 〈 表 12. 2) 长 期 以 来 被 认为 是 最 难以 从 脏 衣服 上 除去 的 污垢 类 型 。 过 去 这 些 污 
垢 在 高 温 下 能 较 好 地 除去 。 而 追求 更 柔和 清洗 条 件 (2O~ 40°C ) 的 趋势 使 有 效 除 去 脂 类 更 加 困 
难 . 洗涤 剂 脂肪 酶 能 催化 降解 水 不 溶性 油脂 污垢 ， 产 生 较 多 的 诸如 单 甘油 酯 、 双 甘油 酯 、 脂 肪 
酸 和 甘油 等 可 水 溶性 物质 。 这 些 分 解 产 物 通过 放 在 清洗 液 中 进行 清洗 就 能 更 容易 除去 。 


表 12.2 常见 的 在 胜 衣物 上 的 油脂 污垢 


黄油 和 脂肪 
食用 油 

巧克力 

色拉 调味 料 
ae 
意大利 面 调味 料 


少量 的 洗涤 剂 相 容 性 脂肪 酶 作 内 含 物 〈 通 常 占 全 部 洗涤 剂 的 0. 1%) 就 能 有 效 除 去 油脂 
污垢 。 但 是 清洁 效果 在 第 一 次 清洗 后 不 会 明显 ， 而 油脂 污垢 只 有 在 随后 的 一 次 或 多 次 ) 的 
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清洗 循环 后 才能 彻底 除去 。 这 就 是 复合 循环 效应 。 
p^ 这 是 因为 脂肪 酶 在 湿 透 的 纺织 物 中 通常 活性 较 低 ， 
最 大 的 酯 解 活性 〈 除 垢 能 力 ) 在 纺织 物 的 拧 干 和 
晾 干 过 程 中 出 现 ， 这 时 纺织 物 中 的 水 含量 下 降 到 


s 


Ža 
3 3 10%~40% (质量 分 数 ) (如 图 12. 3) 。 结 果 在 第 
a 一 次 清洗 后 大 部 分 的 油脂 分 解 物 仍 留 在 纺织 物 中 ， 

AD, “Na 只 有 在 随后 的 清洗 过 程 中 才能 除去 。 

aS a ee 像 其 他 洗涤 剂 酶 类 一 样 ， 各 种 脂肪 酶 已 成 为 
纺织 物 合 水量/% (质量 分 数 ) 蛋白 质 工程 的 课题 ， 尝 试 发 展 更 有 效 的 产品 。 这 
Bani 纺织 物 水 含量 对 洗涤 剂 良 肪 酶 。 些 实验 的 目标 包括 增加 酶 在 洗涤 剂 组 分 存在 的 情 
“Lipolase” 活 性 的 影响 况 下 的 稳定 性 ， 增 加 其 特异 活性 或 扩展 其 底 物 特 


异性 使 之 能 降解 更 多 的 油脂 污垢 )。 在 一 些 情况 下 采用 非特 异性 方法 ， 如 替换 了 酶 活性 位 
点 上 或 附近 的 各 种 氨基 酸 ， 通 过 测定 酯 解 活性 的 变化 来 筛选 变异 体 。 一 种 商业 脂肪 酶 CLi- 
pomax， 表 12. D 就 是 通过 该 途径 确定 的 。 发 现 用 亮 氨 酸 替换 了 21 位 上 的 甲 硫 氨 酸 后 明显 
提高 了 清洗 效果 。 体 外 研究 显示 这 种 替换 增加 了 酶 的 特异 活性 达 50% 以 上 。 

更 多 脂肪 酶 彝 白 质 工程 的 特异 性 方法 已 经 产生 商业 产品 。 油 脂 污 垢 被 认为 带 有 净 负 电荷 
(由 于 脂肪 酸 和 负离子 表面 活性 剂 连接 在 污垢 表面 )。 因 此 如 用 中 性 (或 正 电 荷 ) 氨基 酸 赫 换 负 
电荷 氨基 酸 将 能 减少 电荷 排斥 性 提高 酶 与 污垢 的 结合 。Novo 公司 的 研究 人 员 发 现 将 
H. lanuginosa 脂肪 酶 〈Lipolase) 的 96 位 点 天 冬 氨 酸 残 基 替 换 为 亮 氨 酸 残 基 ， 获 得 了 具有 更 高 
清洗 能 力 的 一 种 工程 脂肪 酶 。 该 产品 随后 就 以 商品 名 Lipolase Ultra CAR 12. D. 开始 销售 。 


12. 1.2 其 他 应 用 


组 分 三 甘油 酯 的 含量 和 结构 对 食品 的 营养 、 香 味 和 味道 有 主要 影响 。 研 究 发 现 脂肪 酶 能 
用 于 某 些 食品 香味 的 改变 和 产生 。 如 酶 修饰 的 干 酷 ， 是 通过 控制 传统 干酪 的 蛋白 质 水 解 和 酯 
解 获 得 的 ， 香 味 丰 富 的 肽 和 游离 脂肪 酸 的 生成 ， 使 产品 带 有 诱 人 的 香味 。 奶 油 能 通过 脂肪 酶 
的 处 理 转化 为 脱脂 乳脂 。 游 离 脂肪 酸 混 合 物产 生 一 种 非常 强烈 的 类 似 奶 油 和 黄油 香味 的 产 
品 ， 能 加 入 到 各 种 产品 中 使 它们 增 香 。 

在 纸浆 和 造纸 工业 中 脂肪 酶 的 应 用 也 越 来 越 多 ,脂肪 酶 用 来 除去 沥青 。“ 沥 青 ” 用 于 描 
述 木材 中 的 朴 水 成 分 的 术语 。 它 在 松木 和 其 他 软木 中 非常 普遍 ， 占 了 木材 质量 的 0.5% ~ 
3 中 。“ 沥 青 ” 由 甘油 三 酯 和 蜡 状 物 组 成 ， 这 些 物质 使 木材 具有 黏 性 ， 在 纸张 制造 中 会 带 来 严 
重 的 加 工 问题 。 一 些 “ 沥 青 ” 能 通过 制 浆 和 化 学 漂白 过 程 除 去 。 另 一 个 选择 办 法 是 使 用 脂肪 
MEENA. WH DHR (Candida cylindracea) 的 脂肪 酶 在 这 方面 有 最 多 的 应 用 ， 
该 酶 已 经 商业 应 用 在 一 些 纸张 生产 商 中 。 

脂肪 酶 在 有 机 合成 中 也 具 潜 力 在 这 方面 酶 的 立体 特异 性 是 最 主要 的 优点 ， 特 别 是 生产 

- 些 药物 产品 和 中 间 体 。 许 多 医疗 中 的 药物 是 直接 化 学 合成 的 。 如 果 合 成 的 组 分 含有 一 个 手 
性 中 心 ， 通 常会 产生 一 个 外 消 旋 混合 物 ( 相 同 数量 的 D- 异 构 体 和 L- 异 构 体 )。 通 常 只 有 一 种 
异 构 体 具有 所 需 的 生物 效应 ， 另 一 种 无 生物 活性 。 但 在 一 些 情况 下 ， 另 外 的 异 构 体会 产生 负 作 
用 而 且 必须 在 最 后 产物 中 除去 。 酶 能 潜在 地 用 于 分 离异 构 体 或 选择 性 地 合成 所 需 的 异 构 体 〈 同 
样 见于 氨基 酰 化 酶 的 分 泌 )。 例 如 ， 脂 肪 酶 在 卡 托 普 利 〈captopril) 中 有 应 用 的 潜力 ， 卡 托 普 
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利 是 一 种 血管 紧张 肽 转化 酶 的 抑制 剂 。 尽 管 脂肪 酶 在 手 性 化 合 物 的 生产 和 分 解 中 具有 潜力 的 
同时 ， 但 迄今 只 有 极 少数 此 过 程 能 商业 化 - 


12.2 青 雪 素 酰 化 酶 


青霉素 的 发 现在 治疗 细菌 引起 的 疾病 方面 是 一 项 革命 性 的 突破 。 随 之 而 来 的 是 ， 一 大 批 
显示 抗菌 活性 的 其 他 化 合 物 已 经 被 引入 了 临床 领域 。 青 霉 素 和 结构 相关 的 头孢 霉 素 是 医疗 机 
构 使 用 最 普遍 的 抗生素 。 随 着 时 间 的 推移 已 经 证 实 越 来 越 多 的 菌 种 对 青霉素 显示 出 了 耐 药 
性 ， 而 半 合 成 青霉素 的 发 展 已 经 部 分 抵消 了 这 种 耐 药 性 ， 许 多 耐 药 菌株 对 其 很 敏感 。 青 霉 素 
酰 化 酶 在 半 合 成 青霉素 的 生产 上 起 了 至 关 重 要 的 作用 ， 因 此 是 极 有 意义 的 工业 酶 。 


一 些 天 然 青 霉 素 和 半 合 成 青霉素 的 o m 
^, Z 


化 学 结构 如 图 12.4 所 示 ， 所 有 的 都 包 HN DM PN, ce ei 
含 一 种 被 称 为 6- 氨基 青竹 炬 酸 的 核心 — JO" X j 
环 。 不 同 的 青霉素 在 于 其 侧 链 基 团 的 go lo 
不 同 。 (a) b) 

半 合 成 青霉素 可 以 通过 酶 法 转移 天 名 称 取代 基 CRY 
然 青 霉 素 的 侧 链 基 团 ， 把 一 种 新 的 侧 链表 需 素 G Ou Cm 
接 到 合成 的 G-A W TE HE ROY Be > BOK 

WERK V RR 《 > O- CH: 


获得 。 青霉素 G 侧 链 的 转移 过 程 如 图 


12.5 所 示 ， 这 个 被 青霉素 酰 化 酶 N 
XMUCBPRURADRRRROKRUMD Hii — SHRM R amw C) 
反应 通常 是 可 逆 的 。 水 解 反 应 在 碱 性 条 "ocu, 
件 下 进行 。 而 生物 合成 中 的 酰 化 反应 喜 Ore 
好 中 性 偏 酸 性 环境 《pH4 D. apa = SPER Chao ls 
Bei (EE RE IE BE IT TER AR G 9 

素 转 化 为 半 合成 青 答案 。 每 年 全 球 6- 青 mana 


霉 素 中 间 产 物 的 产量 估计 为 7000t 左右 。 (a) 6 EX ENERO RASSE 

大 量 的 微生物 都 生产 青霉素 酰 化 酶 ， O 两 种 天 然 青 才 素 和 两 种 闭合 成 青霉素 的 侧 链 基 团 
产 青 霉 素 酰基 转移 酶 的 各 种 微生物 为 : 大 肠 杆菌 (Escherichia coli), WAME Pseudo- 
monas spp. )、 摩 根 支 形 杆菌 (Proteus rettgeri，P.morganii)、 短 细菌 (Brevibacterium 
spp. ) 、 杆 状 菌 (Bacillus spp. )、 黄 细菌 (Flavobacterium spp. ), EH (Streptomyces 
spp. ) 、 气 杆菌 CAerobacter spp.) 、 鲁 雅 菌 〈Kluyvera spp. )。 其 中 大 肠 杆 菌 生产 的 酶 最 受 
重视 。 这 个 酶 是 一 种 异体 二 聚 物 ， 由 一 个 位 于 青霉素 侧 链 连接 部 位 的 20 一 23ku 亚 基 和 一 个 
位 于 催化 部 位 的 60 一 69ku 亚 基 组 成 。 在 此 催化 部 位 有 一 个 丝氨酸 残 基 对 活性 至 关 重要 。 虽 
然 可 以 利用 游离 酶 ， 但 是 其 固定 化 形式 被 广泛 应 用 于 半 合 成 青霉素 的 生产 中 ， 因 为 它 比较 经 
济 ， 便 于 酶 的 多 批 次 重复 使 用 。 

细 莫 对 青霉素 抗 药性 发 生 率 的 不 断 增 加 使 半 合 成 青 釜 素 的 继续 生产 显得 至 关 重要 。 除 此 
之 外 ， 许 多 半 合 成 青霉素 显示 出 新 的 医疗 特性 ， 一 些 半 合成 青霉素 就 比 青霉素 G 更 好 地 抑 
制 细菌 病菌 。 另 一 些 则 具有 良好 的 酸 稳 定性 ， 因 此 适用 于 治疗 口腔 疾病 。 
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do dH 素 ， 此 反应 是 在 丰 性 条 件 下 朝 指定 方向 连续 进行 的 。 
T-ASE HRM, EA pH 必须 不 断 地 被 调 
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图 12.5 青霉素 酰 化 酶 用 于 青霉素 G 的 反应 


重组 DNA 技术 的 出 现 已 被 用 于 抗生素 的 生产 。 此 技术 有 助 于 弄 清 8- 内 酰胺 抗生素 〈 如 
青霉素 和 头孢 菌 素 ) 在 分 子 水 平 上 的 生物 合成 途径 。 大 量 参 与 编码 Bp- 内 酰胺 生物 合成 的 特 
异 酶 的 基因 已 经 被 克隆 和 鉴定 ， 将 这 些 基因 引入 生产 菌株 可 使 其 合理 地 改良 。 这 种 基因 操作 
可 提高 某 些 在 工业 上 用 于 生产 抗生素 的 真菌 菌株 的 产量 ， 对 8- 内 酰胺 生物 合成 途径 越 来 越 
多 的 了 解 ， 可 以 帮助 研究 者 在 分 子 水 平 上 改变 此 途径 ， 从 而 产 出 新 型 的 抗生素 分 子 。 


12.3 ” 酰 化 氨基 酸 水 解 酶 和 氨基 酸 的 生产 


与 许多 微生物 不 同 ， 大 多 数 动物 不 能 合成 用 于 蛋白 质 合成 的 所 有 天 然 的 氨基 酸 。 这 
些 动物 自身 不 能 产生 的 必需 氨基 酸 ， 必 须 从 食物 中 获取 。 营 养 学 家 早已 意识 到 为 了 确 
保 动物 的 最 佳 生长 ， 饮 食 中 的 蛋白 质 成 分 包含 非常 均衡 的 氨基 酸 组 成 ， 要 包含 必需 的 
氨基 酸 。 

在 哺乳 动物 饮食 中 ， 赖 氨 酸 和 苏 氨 酸 成 分 是 必 不 可 少 的 ， 对 于 猪 和 饮食 以 谷物 为 基础 的 
禽类 来 说 ， 它 们 也 通常 是 初级 和 次 级 的 限制 性 氨基 酸 ， 谷 物 来 源 的 蛋白 质 的 最 大 限度 的 利 
用 ,需要 每 吨 饲料 额外 加 入 约 4kg 的 赖 氨 酸 晶体 和 约 2kg 的 苏 氨 酸 。 另 外 一 些 也 可 能 是 限 
制 性 的 必 不 可 少 的 氨基 酸 (特别 是 如 果 动物 饲料 中 大 豆 含 量 高 时 )， 它 们 包括 含 硫 的 氨基 酸 
( 半 胱 氨 酸 和 甲 硫 氨 酸 ) MEAM (图 12. 6)。 

转基因 动物 能 够 合成 自身 所 必需 的 氨基 酸 、 则 可 以 解决 以 上 必须 补充 含 氨基 酸 均衡 的 饮 
食 的 问题 。 另 外 的 一 个 办 法 就 是 构建 能 合成 改变 氨基 酸 组 成 的 蛋白 质 的 转基因 植物 。 大 豆 中 
所 含 的 主要 蛋白 质 中 甲 硫 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 的 含量 不 高 ， 已 经 鉴定 出 在 一 些 大 豆 种 子 的 蛋白 质 
中 窗 含 甲 硫 氨 酸 ， 在 转基因 大 豆 中 生产 这 种 佛 白 质 能 够 补充 对 甲 硫 氨 酸 的 需要 。 由 于 半 胱 氨 
酸 可 以 由 甲 硫 氨 酸 合成 ， 因 此 半 胱 氨 酸 并 非 必需 。 然 而 这 在 自然 界 中 是 一 个 很 漫长 的 过 程 。 
在 此 期 间 ， 营 养 学 家 必须 确保 动物 的 饲料 中 包含 均衡 的 最 佳 氨基 酸 配 比 ， 因 此 ， 在 饮食 中 补 
EXIT p EUM 

除了 这 些 动物 饲养 业 中 大 量 需 要 的 氨基 酸 之 外 ， 还 有 一 些 工 业 过 程 也 需要 大 量 的 其 他 氨 
基 酸 。 例 如 ， 谷 氨 酸 被 广泛 用 于 食品 工业 ， 它 的 一 种 钠 盐 GARA) 能 使 许多 食品 更 加 美 
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图 12.6 当 单 胃 动物 以 谷类 饲料 为 食 时 很 可 能 形成 限制 性 的 氨基 酸 的 结构 
与 这 些 动 物 相反 反刍 动物 能 通过 反刍 微生物 重新 合成 基本 的 氨基 酸 来 获得 较 高 水 平 的 天 然 氨 基 酸 


味 ， 每 年 要 生产 成 千 上 万 吨 的 此 类 氨基 酸 。 甜 味 剂 KAAMERAT WER (第 
11 章 ) 增 大 了 工业 上 对 它 的 两 种 氨基 酸 成 分 一 一 葵 丙 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 的 需求 。 医 药 、 研 究 
和 其 他 一 些 特殊 目的 也 需要 不 少 其 他 种 类 的 氨基 酸 。 

化 学 法 和 酶 法 均 可 生产 氨基 酸 ， 从 经 济 的 角度 考虑 ， 传 统 上 一 般 选 择 化 学 法 生产 。 然 
而 ， 化 学 法 会 产生 外 消 旋 混合 物 ， 包 括 L 型 和 D 型 两 种 氨基 酸 异 构 体 ， 大 多 数 高 等 生物 只 
能 利用 L 型 氨基 酸 。 央 此 从 D 型 中 将 L 型 分 离 出 来 是 化 学 法 必须 进行 的 工作 ， 利 用 L-AN 
转移 酶 可 以 很 容易 满足 上 述 要求 。 

在 化 学 法 中 ， 首 选 要 将 外 消 旋 氨基 酸 混合 物 乙酰 化 ， 通 常用 乙酰 毛 或 乙酸 栈 反 应， 然后 
此 混合 物 要 通过 L- 酰 化 氨基 酸 水 解 酶 的 周 定 床 ， 这 种 酶 只 去 掉 乙 酰 化 的 上 -氨基 酸 中 的 乙酰 
基 ， 产 生 一 种 游离 的 1- 氨基 酸 和 N- 乙 酰基 -D- 氨 基 酸 CP 12.7)。 这 就 便于 采用 离子 交换 树 
脂 或 结晶 的 方法 来 分 离 它们 。 然 后 所 得 到 的 N- 乙 酰基 -D- 氨 基 酸 采用 化 学 法 〈 在 碱 性 条 件 下 
加 入 乙酸 本 ) 或 酶 法 〈 用 外 消 旋 酶 ) 来 重新 外 消 旋 ， 然 后 消 旋 物 同样 流 过 固定 化 酰 化 氨基 酸 
水 解 酶 床 。 此 流程 在 1969 年 首先 被 商业 化 。 现 在 采用 此 工艺 每 年 可 生产 超过 100t 的 纯 L- 
基 酸 对 映 体 。 工 业 上 所 用 的 酰 化 氨基 酸 水 解 酶 来 源 于 A. oryzae。 这 是 一 个 分 子 质量 为 ?3ku 
的 含有 Zn 离子 的 二 聚 体 金属 蛋白 酶 ，Co 离子 可 以 激活 它 。 最 适 pH 为 8.5， 一 直到 接近 
60C 的 条 件 下 仍然 稳定 。 一 种 更 加 热 稳定 的 酰 化 氨基 酸 水 解 酶 已 从 Bacillus stearother 
mophilus 中 分 离 得 到 ， 它 显示 活性 最 佳 的 温度 为 70C ， 而 且 已 经 在 各 种 重组 体系 中 表达 。 
尽管 对 D 型 异 构 体 的 需求 量 远 比 上 L 型 少 ， 但 还 是 可 由 D- 酰 化 氨基 酸 水 解 酶 来 制备 旋光 纯 的 
氨基 酸 。D- 酰 化 氨基 酸 水 解 酶 已 经 从 多 种 菌株 中 纯化 得 到 ， 如 Pseudomonas, Streptomonas 


和 Streptomyces 。 
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图 12.7 酰 化 氢 基 酸 水 解 酶 催化 的 反应 
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12.4 环 糊 精 与 环 糊 精 糖 基 转 移 酶 


环 棚 精 是 一 种 环 状 的 低 聚 糖 聚 合 物 ， 它 可 由 酶 法 从 淀粉 中 获得 。 已 经 确定 了 3 种 主要 的 
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图 12.8 a- 环 糊 精 、B- 环 糊 精 、y- 环 糊 精 的 结构 


环 糊 精 类 型 (图 12. 8) a- 环 糊 精 、B- 环 糊 
精 、Y- 环 糊 精 分 别 由 6、7、8 个 葡萄 糖分 
子 组 成 。 其 中 ， 每 一 个 吡 喃 型 葡萄 糖 结 
构 单 元 均 通 过 -1-~4 EY REE, GE 
线 型 淀粉 分 子 的 特征 。 

环 糊 精 于 100 多 年 以 前 首次 被 研究 ， 
当时 它 出 现在 细菌 的 淀粉 消化 物 中 而 引 
起 人 们 的 注意 。 然 而 在 最 近 几 年 ， 这 种 
物质 已 开始 在 工业 上 广泛 生产 ， 它 们 被 
应 用 在 制药 、 食 品 、 化 妆 品 及 其 他 相关 
工业 中 。 

环 糊 精 是 圆 环形 分 子 ， 它 的 外 面 是 
亲 水 性 的 ， 而 内 穴 是 无 极 性 的 ， 当 它 溶 
解 于 水 时 ， 内 穴 被 水 分 子 占 据 ， 水 的 极 
性 导致 结构 不 稳定 ， 加 入 比 水 分 子 极 性 
小 且 分 子 尺寸 合适 的 物质 来 代替 水 分 子 
作为 环 糊 精 穴 的 客体 分 子 ， 这 种 客体 分 
子 只 通过 非 共 价 键 连接 存在 于 空 穴 中 ， 
这 种 整个 客体 分 子 - 环 糊 精 结构 通称 为 包 
BHA. 

只 有 合适 大 小 的 分 子 才能 形成 稳定 
的 包含 络 合 物 。a- 环 糊 精 的 内 穴 显然 是 最 
小 的 ， 它 的 空 穴 往往 只 能 容纳 低 分 子 量 
的 分 子 或 元 素 。 例 如 毛 ， 省 或 碘 。7- 环 糊 
精 分 子 中 的 空 穴 可 以 容纳 类 固 醇 或 抗体 
等 较 大 分 子 ， 一 些 出 现在 大 分 子 中 的 侧 
链 基 团 可 以 与 环 糊 精 空 穴 相互 作用 ， 通 
过 这 种 方式 可 以 形成 一 种 复合 体 。 

在 这 三 种 基本 的 环 糊 精 中 ，B 型 是 到 
目前 为 止 在 工业 上 最 常用 的 。8- 环 糊 精 空 
穴 的 内 部 尺寸 决定 了 它 适用 于 许多 方面 。 
另 一 方面 它 的 生产 费用 最 低 决定 了 它 的 经 
济 可 行 性 。 然 而 ， 天 然 8- 环 糊 精 的 可 溶性 
较 差 ， 很 容易 得 到 14% a - 环 糊 精 洲 液 和 
23% y- 环 糊 精 溶 液 。 然 而 100ml 水 最 多 可 
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TR 1. 8g 8- 环 糊 精 ， 即 1. 8%。 如 此 差 的 溶解 性 限制 了 天 然 8- 环 糊 精 在 工业 上 的 应 用 潜力 。 

修饰 过 的 8- 环 糊 精 的 出 现 已 经 克服 了 以 上 提 到 的 这 种 限制 ,将 8B- 环 寡 精 的 羟基 基 闭 置 
换 成 烃基 、 酯 基 或 其 他 残 基 可 以 明显 地 提高 其 溶解 性 。 而 对 其 复合 体 的 形成 无 影响 ， 有 些 种 
类 已 经 可 以 满足 日 益 增长 的 工业 化 需要 ， 如 羟 丙 基 BH AS CL AE B- 环 糊 精 。 

环 糊 精 与 适当 的 物质 相互 作用 能 有 效 地 形成 分 子 微 吉 ， 就 许多 方面 来 说 ， 这 种 微 刀 化 十 
分 有 利 。 客 体 分 子 能 免 受 许多 化 学 因素 或 其 他 反应 对 其 的 破坏 ， 这 些 被 保护 的 分 子 不 可 能 进 
行 聚合 或 自身 的 催化 作用 。 复 合体 的 形成 也 能 掩饰 那些 客体 分 子 带 有 的 不 好 的 口味 或 气味 ， 
挥发 性 的 化 合 物 能 通过 与 合适 的 环 糊 精 络 合 有 效 地 提高 其 稳定 性 ， 例 如 对 氧气 、 光 或 热 都 敏 
感 的 挥发 性 香味 浓缩 物 经 常 通过 此 方法 得 到 稳定 。 

环 糊 精 复合 物 的 结晶 过 程 可 使 它 最 初 的 液体 形式 转化 成 粉 状 客体 分 子 ， 这 在 制药 工业 上 意 
义 重大 。 其 复合 物 形式 的 另 一 个 好 处 就 是 杖 水 性 物质 在 水 溶液 中 的 溶解 性 ， 许 多 重要 的 药物 在 
自然 状态 下 都 是 疏水 的 ， 并 能 形成 稳定 的 包含 络 合 物 ， 这 些 疏 水 的 药物 能 在 血液 和 肠胃 道中 安 
全 地 运转 ， 然 后 在 细胞 表面 释放 ， 因 为 细胞 膜 的 磅 脂 双 分 子 层 是 疏水 性 的 。 因 此 环 糊 精 在 医药 
方面 被 用 于 提高 不 溶 药 物 的 生物 药 效 ， 从 经 济 、 治 疗 及 其 他 好 处 来 看 ， 可 以 做 到 低 剂量 给 药 。 

环 糊 精 也 可 有 几 于 稳定 某 些 蛋 白质 ， 最 小 的 多 肽 的 大 分 子 结构 排斥 完整 的 包含 络 合 物 的 形 
成 。 然 而 ， 实 际 上 所 有 的 蛋白 质 都 包含 有 氨基 酸 亚 基 ， 其 中 含有 非 极 性 或 疏水 的 侧 链 ， 环 糊 
精 能 与 这 些 侧 链 自由 地 相互 作用 。 通 过 这 种 方式 ， 环 糊 精 紧密 地 集合 在 蛋白 质 分 子 上 ， 在 高 
浓度 条 件 下 ， 环 糊 精 会 使 蛋白 质 不 稳定 或 变性 。 然 而 ， 大 多 数 情况 下 ， 绰 白质 与 环 糊 精 的 相 
互 作用 有 利于 提高 蛋白 质 的 稳定 性 。 环 糊 精 已 被 证 明 具有 减少 由 化 学 、 物 理 因素 (如 热 、 冷 
冻 干 燥 、 氧 化 剂 的 存在 或 缺失 ) 引起 的 酶 活 的 损失 。 

在 水 溶液 中 ， 许 多 蛋白 质 会 聚集 ， 粉 状 的 蛋白 质 制剂 〈 如 冻 干 制 成 的 产品 ) 有 时 也 会 在 
水 溶液 中 重建 时 聚集 成 团 。 这 种 作用 使 任何 制剂 都 不 能 用 于 静脉 注射 。 为 了 使 蛋白 质 -蛋白 
质 之 间 相 互 作用 减 到 最 小 或 消除 ， 生 物 制药 产品 的 配方 不 总 是 产生 满意 的 结果 。 许 多 生物 制 
药 产 品 ， 如 生长 激素 、 尿 激酶 和 白细胞 介 素 2， 仍 然 会 明显 地 重组 并 聚集 成 团 。 在 许多 实例 
中 ， 一 种 合适 的 环 糊 精制 剂 的 内 含 物 将 消除 这 种 不 想 出 现 的 分 子 间 的 相互 作用 。 

工业 上 对 不 断 增长 的 环 糊 精 糖 基 转移 酶 的 需求 反映 了 对 环 糊 精 越 来 越 大 的 需求 量 。 环 糊 
T MESE (CGTase) 适用 于 由 淀粉 分 子 为 底 物 合成 环 糊 精 。 环 糊 精 也 可 用 化 学 法 合成 ， 
但 酶 法 合成 更 加 经 济 而 且 工 艺 更 简便 可 行 。 

已 确定 有 a、B 和 Y 三 种 环 糊 精 糖 基 转 移 酶 的 主要 形式 ， 从 命名 上 可 以 看 出 a-CGTase、 
B-CGTase, y-CGTase 分 别 主要 产生 a- 环 糊 精 、8- 环 糊 精 、7- 坏 糊 精 。 然 而 ， 在 所 有 的 情况 
下 ， 延 长 反应 时 间 会 得 到 三 种 环 糊 精 的 混合 物 ， 其 中 B- 环 糊 精 是 主要 产物 。 

大 多 数 环 糊 精 糖 基 转移 酶 都 来 源 于 各 种 杆菌 : 

(D 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 (Bacillus stearothermophilus); 

© 巨大 芽孢 杆菌 CB. megaterium); 

@ KAR FEF CB. circulans) ; 

@ 枯草 芽孢 杆菌 CB. subtilis): 

© KAHH (E. coli, HAD. 

编码 这 些 酶 的 基因 密码 已 经 被 鉴定 、 测 序 并 在 许多 重组 体系 中 表达 。 许 多 宿主 (例如 
E. coli Rl Bacillus subtilis) 已 经 生产 出 高 水 平 的 不 同 的 CGTase。 生 产 CGTase 的 能 力 不 断 
提高 可 减少 环 糊 精 的 生产 花费 ， 这样 可 能 会 促进 环 糊 精 在 不 同 工 业 中 的 应 用 。 
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近年 来 ， 每 年 环 糊 精 的 生产 能 力 超过 100t， 修 饰 后 的 B- 环 糊 精 的 产量 也 在 不 断 快速 增 
长 ， 生 产 水 平 保证 了 下 一 步 对 环 糊 精 糖 基 转移 酶 的 大 规模 需求 量 ， 因 此 现在 这 些 酶 被 分 类 为 
“大 批量 ”的 工业 酶 。 


12.5 。 酶 与 动物 营养 


高 等 动物 已 经 进化 到 具有 复杂 的 消化 系统 ， 通 过 此 系统 它们 从 吸收 的 物质 中 获得 营养 
蛋白 质 、 糖 和 脂肪 等 聚合 物 的 降解 通常 是 有 效 吸 收 营养 成 分 的 前 提 ， 大 多 数 降解 过 程 由 特殊 
的 消化 酶 介 导 。 进 化 压力 已 经 确保 有 效 的 消化 系统 得 以 发 展 。 新 一 代 密 集 型 家 高 产品 的 出 现 
给 此 消化 过 程 施加 了 压力 ， 生 物 技术 的 介入 能 补充 任何 由 新 式 生 产 方法 引起 的 消化 不 均衡 。 

诸如 小 猪 等 幼小 的 动物 是 一 个 好 例子 。 现 代 的 生产 使 断奶 从 一 个 有 序 的 渐进 过 程 转化 成 
-个 突然 的 变化 ， 饮 食 成 分 由 以 奶 为 基础 突然 改变 成 奶 仅 是 复杂 营养 成 分 中 的 一 部 分 。 这 种 
突变 经 常 引起 幼小 动物 消化 紊乱 ， 小 猪 经 常 表现 出 生理 上 缺少 胃酸 产生 ， 因 此 ， 胃 的 pH 会 
高 于 消化 作用 最 佳 的 pH 。 

另外 ， 在 年 幼 阶段 的 动物 ， 其 消化 能 力 还 没有 发 育 完全 。 不 好 消化 的 食物 会 对 它们 造成 
营养 的 亚 最 佳 吸 收 ， 没 有 完全 消化 的 物质 也 会 促进 许多 微生物 在 大 肠 中 生长 。 这 些 都 促使 消 
化 紊乱 的 开始 和 增加 断奶 后 家 畜 腹泻 发 病 率 

断奶 有 联系 的 消化 困难 可 以 通过 喂养 专门 配制 的 消化 的 饲料 和 在 饲料 中 加 酸化 剂 Cnr 
MEMO. 以 便 降低 pH 来 解决 。 增 加 能 水 解 更 多 复杂 成 分 的 外 源 酶 也 能 促进 消化 。 除 纤维 素 和 
半 纤 维 素 酶 之 外 ， 蛋 白 酶 也 被 用 于 幼小 动物 的 助 消化 剂 。 不 足 为 奇 的 是 ， 当 动物 饲料 中 含有 
更 复杂 的 成 分 时 ， 加 入 外 源 酶 的 效果 是 非常 明显 的 。 


12.5.1 除去 不 利于 营养 吸收 的 因素 


各 种 酶 制剂 被 用 于 把 不 利于 营养 吸收 的 因素 从 动物 饲料 中 去 除 。 在 只 含有 家 禽 的 饲料 中 

加 入 8- 葡 聚 糖 酶 或 许 是 一 个 最 显著 的 例子 。 在 以 小 麦 为 基础 的 家 禽 饲 料 中 加 入 成 聚 糖 酶 

( 木 聚 糖 酶 ) 是 另外 -- 个 例子 。 以 谷类 为 基础 的 动物 饲料 添加 肌 醇 六 磷酸 酶 的 想法 十 分 令 人 

振奋 ， 因 为 它 不 仅 去 除了 主要 的 不 利于 营养 吸收 的 因素 ， 而 且 也 大 幅度 降低 了 动物 废弃 物 的 
污染 问题 〈 稍 后 讨论 ) 。 

及 葡 聚 糖 是 一 种 非 淀 粉 类 多 糖 ， 主 要 存在 于 


60 


> Kp, eiA A BELA HI TG RIAIS METE Eak 
i" gii 糖苷 键 连接 。 存 在 于 大 才 中 的 B- 葡 聚 业 
230 水 平 能 显著 改变 并 且 被 许多 因素 影响 ， 例 如 圭 
地 类 型 、 生 长 条 件 和 收获 时 间 。 尽 管 一 般 水 平 


为 2% 一 3% 以 下 , 但 也 有 超过 谷类 含量 的 

10%。 当 被 摄 和 时， 存在 于 大 麦 中 的 8- 葡 聚 糖 

$35 os ors 10 i12 在 内 脏 中 是 可 溶 的 ,动物 缺乏 能 水 解 8- 葡 聚 糖 
PERE 分 子 的 内 生 消化 酶 。 

图 12.9 有 - 葡 聚 糖 浓度 的 增加 对 水 溶液 黏度 的 影响 可 溶性 的 8- 葡 聚 糖 形成 高 黏 性 的 溶液 
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(图 12.9) ， 因 此 它 在 饲料 中 的 出 现 促进 了 高 黏度 消化 物 的 形成 。 这 对 家 禽 的 消化 功能 会 造 
成 负面 影响 ， 不 能 最 大 限度 地 利用 营养 物质 ， 动 物 很 难 排泄 。 由 于 黏度 特性 ， 排 泄 物 会 黏 在 
鸟 类 的 羽毛 上 、 草 垫上 和 母 鸡 所 孵 的 鸡蛋 上 。 被 摄 和 的 8- 葡 聚 糖 所 带 来 的 多 重负 面 影响 一 般 
会 限制 家 禽 饲料 中 的 大 麦 加 入 量 ， 这 样 做 饲料 成 本 可 能 更 有 优势 。 

一 些微 生物 产生 葡 聚 糖 酶 ， 这 些 酶 能 水 解 8- 葡 聚 糖 。 在 家 禽 饲料 中 加 入 p- 葡 聚 糖 酶 有 
利于 在 饲料 中 加 入 大 麦 。 在 摄 和 过程 中 ， 来 自 于 微生物 的 8- 葡 聚 糖 酶 降解 存在 的 p- RN, 
破坏 其 不 利于 营养 吸收 的 性 质 ， 并 得 到 提供 能 量 所 需 的 糖 ， 这 能 明显 地 促进 动物 生长 〈 表 
12.3). 


表 12.3 在 以 大 麦 为 基础 的 饲料 中 补充 PMR RS 


以 小 麦 为 基础 的 饲料 
以 大 麦 为 基础 的 饲料 
Am G-A IR DNNE 

注 ， 以 小 麦 为 基础 的 饲料 作为 对 照 。 家 禽 的 生长 情况 用 消耗 量 与 增 重量 之 比 来 评价 ， 这 个 比值 越 小 ， 
说 明 家 禽 越 有 效 地 利用 了 人 饲料 中 的 物质 。 

小 麦 中 包含 有 成 聚 糖 ， 它 是 一 种 不 利于 营养 吸收 的 因素 。 戊 聚 糖 是 一 种 非 淀粉 类 多 糖 ， 
主要 由 木 糖 和 棉 子 糖 等 糖 类 组 成 。 动 物 中 用 于 消化 的 酶 类 不 能 水 解 此 类 物质 ， 和 大 麦 中 的 
8- 敬 聚 糖 一 样 ， 戊 聚 糖 在 胃 肠 道中 的 溶解 会 致使 消化 物 黏度 增 大 。 在 以 小 麦 为 基础 的 饲料 中 
加 入 友 聚 糖 酶 〈 木 聚 糖 酶 ) 将 破坏 这 种 不 利于 营养 吸收 的 因素 。 然 而 ， 戊 聚 糖 的 出 现 并 没有 
像 8- 葡 聚 糖 那样 引起 麻烦 。 


12.5.2 ” 肌 醇 六 磷酸 酶 和 植 酸 


大 多 数 谷物 中 超过 75% 的 总 磷 量 以 植 酸 ( 又 称 “ 肌 醇 六 磷酸 ”) 形式 存在 ， 即 植 酸 钙 镁 
或 肌 醇 六 磷酸 (图 12.10)。 存 在 于 植 酸 中 的 磷酸 基 团 在 非 反 刍 动 物 H,PO,H,PO, 
中 不 能 通过 生物 自身 获得 ， 这 些 动物 缺乏 从 核心 环 结构 中 释放 磷酸 HPO, 
基 团 的 酶 活性 。 在 反刍 动物 中 ， 植 酸 被 瘤胃 中 的 微生物 降解 。 像 猪 Ca 
和 家 禽 等 单 胃 动物 不 具有 获得 磷 的 能 力 ， 这 样 可 能 导致 磷 的 缺乏 ， POM 
这 种 现象 可 以 通过 在 动物 饲料 中 添加 以 磷酸 二 钙 形式 存在 的 无 机 磷 HPO, 
而 避免 。 植 酸 也 是 一 种 不 利于 营养 吸收 的 因素 ， 因 为 它 可 以 使 消化 图 12.10 肌 醇 六 磷酸 
道中 大 量 至 关 重要 的 矿物 质 凝固 ， 如 钙 、 锌 、 镁 和 锰 ， 从 而 导致 它 MERMO 
们 不 能 被 吸收 。 的 结构 

由 于 上 文 提 到 的 原因 ， 动物 用 于 消化 的 物质 缺乏 能 够 降解 植 酸 的 酶 活性 。 一 些 肌 醇 
六 磷酸 酶 ( 肌 醇 六 磷酸 水 解 酶 ) 在 植物 和 各 种 各 样 的 生物 体系 中 表达 。 肌 醇 六 磷酸 酶 
的 活性 已 经 在 大 量 的 植物 特别 是 发 芽 的 种 子 中 被 检测 到 ， 这 些 植物 资源 包括 谷物 〈 例 
mbh, EK, KAMRE) 和 豆 类 〈 例 如 海军 豆 、 杯 形 豆 和 矮 豆 子 )。 小 麦 、 裸 麦 
和 黑 小 麦 是 最 富 含 植物 肌 醇 六 磷酸 酶 的 资源 。 肌 醇 六 磷酸 酶 也 由 各 种 细菌 产生 ， 包 括 
大 肠 杆菌 、 芽 孢 杆菌 、 克 雷 伯 菌 (Klebsiella) 和 假 单 胞 菌 (Pseudomonas)。 一 般 细菌 
产 肌 醇 六 磷酸 酶 的 产量 低 ， 它 是 胞 内 产物 并 且 在 中 性 到 碱 性 pH 条 件 下 保持 最 佳 的 本 
活 。 目 前 已 知 唯一 产 胞 外 肌 醇 六 磷酸 酶 的 细菌 是 枯草 芽孢 杆菌 《Bacillus subtilis) , 
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B. subtilis CN-77 菌株 ) 所 产 的 胞 外 肌 醇 六 磷酸 酶 已 经 通过 凝 胶 过 滤 和 离子 交换 色谱 
(DEAE) 被 纯化 。 有 活力 的 酶 是 一 个 单 体 ， 分 子 质量 为 36ku，pI 为 6. 25， 酶 活 的 最 
适 温度 为 60T 。 

与 细菌 不 同 ， 真 菌 产生 一 系列 胞 外 和 胞 内 肌 醇 六 磷酸 酶 。 曲 霉菌 属 (Aspergillus species) 
是 最 多 产 的 ， 特 别 是 黑 曲霉 (A. niger)， 黄 曲霉 CA. flavus) 和 A. candidus, MERIR (Rhi- 
zopus) 和 青竹 属 (Penicillium) 的 许多 种 也 具有 肌 醇 六 磷酸 酶 活性 。 真 菌 所 产 的 胞 外 肌 醇 六 磷 
酸 酶 往往 具有 35 一 100ku 的 分 子 质量 ，p] 为 4 一 6. 5， 最 适 温度 为 35 一 65C ， 最 适 pH 为 2. 5 一 
7。 各 种 酵母 ， 如 酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 也 产 肌 醇 六 磷酸 酶 。 大 多 数 微 生物 合成 
肌 醇 六 磷酸 酶 的 过 程 被 微生物 生长 培养 基 中 高 水 平 的 无 机 磷酸 盐 所 抑制 。 

在 饲料 中 加 入 微生物 的 肌 醇 六 磷酸 酶 会 促进 消化 道中 的 植 酸 降 解 ， 这 种 酶 介 导 的 降解 会 
带 来 许多 好 处 。 肌 醇 六 磷酸 的 降解 消除 了 它 不 利于 营养 吸收 的 效果 ， 因 此 促进 了 更 多 矿物 质 
的 吸收 。 从 肌 醇 环 中 释放 磷酸 基 团 在 动物 中 是 可 以 通过 生物 方法 达到 的 〈 表 12. 4)， 这 有 利 


于 在 饲料 中 补充 的 无 机 磷 大 量 被 还 原 。 
表 12.4 肌 醇 六 磷酸 酶 对 猪 的 磷 平 衡 的 作用 
NA ie ne, 
ABA it (g/d) 
RW Hit GU 
Wc io 9/9 
维持 比例 /% 
x. 肌 醇 六 磷酸 梅 人 筷 料 与 对 照 饲 料 相 似 ， 只 是 补充 了 肌 醇 六 磷酸 酶 。 监控 磷 的 摄 入 量 和 吸收 量 ， 含 有 
肌 醇 六 磷酸 覆 的 饲料 使 磷 的 吸收 和 维持 有 了 所 增长 ， 所 有 的 差别 在 统计 学 上 是 显 性 的 [Pointillard 等 
(1987), J. Nutr. ,117, 907]. 


来 自 于 动物 产品 的 磷酸 盐 污染 很 长 时 间 以 来 一 直 被 关注 ， 据 估计 ， 美 国 每 年 生产 1 亿 吨 
动物 饲料 ， 其 中 包括 100 万 吨 磷 。 尽 管 动物 不 能 消化 植 酸 ， 但 是 出 现在 业 便 中 的 许多 微生物 
表现 有 较 高 水 平 的 肌 醇 六 磷酸 酶 活性 ， 因 此 这 种 形式 的 磷 会 造成 污染 。 

最 早 用 于 动物 实验 的 肌 醇 六 磷酸 酶 制剂 来 源 于 产 肌 醇 六 磷酸 酶 的 真菌 的 多 种 菌株 ， 最 初 
筛选 确定 黑 曲霉 CA. niger) NRRL3135 (通常 记 为 A. ficuum) 为 肌 醇 六 磷酸 酶 产量 最 高 的 
微生物 菌株 ， 因 此 肌 醇 六 磷酸 酶 主要 从 它 获 得 。A. niger NRRL3135 产生 两 种 肌 醇 六 磷酸 
酶 ，A 型 和 B 型 。 肌 醇 六 人 磷酸 酶 A 是 一 个 85ku， 含 448 个 氨基 酸 的 糖 蛋白 ， 包 含 9 个 糖 基 
化 位 点 ， 此 酶 在 pH 大 约 为 2 一 7 的 范围 内 显示 活性 ， 两 个 明显 的 酶 活 最 高 峰 在 pH2.5 和 
pH5. 5 处 。 另 一 方面 ， 肌 醇 六 磷酸 酶 B 在 pH2~3 的 较 窄 范围 内 显示 活性 。A. niger NR- 
RL3135 也 产 一 种 胞 外 的 磷酸 酶 ， 但 它 缺乏 肌 醇 六 磷酸 酶 活性 〈 即 它 能 脱 去 除 植 酸 之 外 的 磷 
酸化 物质 的 磷酸 基 团 )。 

肌 醇 六 磷酸 酶 产品 经 常 由 A. niger 发 酵 得 到 ， 既 可 表面 培养 (采用 小 麦 - 麦 堵 为 基础 的 
培养 基 )， 又 可 深层 发 酵 〈 采 用 玉米 淀粉 培养 基 )。 天 然 产 量 低 ， 外 加 酶 合成 过 程 中 磷酸 盐 抑 
制 ， 导 致 产品 成 本 高 ， 尽 管 传 统 的 突变 和 筛选 技术 已 经 使 突变 株 的 产量 有 所 提高 ， 但 现在 添 
加 在 动物 饲料 中 的 大 量 肌 醇 六 磷酸 酶 是 由 重组 手段 获得 的 。 

“Natuphos” 是 来 自 于 A. niger NRRL3135 重组 体 的 肌 醇 六 磷酸 酶 的 最 初 商业 名 称 。 
该 重组 体 是 由 Gist Brocades 构建 的 ， 将 此 酶 的 密码 子 序列 放 在 一 个 强 启动 子 的 下 游 
(该 葡萄 糖 糖化 酶 的 强 启动 子 来 源 于 A. niger 的 一 个 工业 菌株 ， 它 被 Gist Brocades 用 于 
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生产 葡萄 糖精 化 酶 ， 生 产 水 平 为 几 克 / 升 )， 此 结构 的 多 拷贝 被 插入 A. niger (自我 克 
隆 ) 。 高 水 平 的 表达 (并 且 除 去 磷酸 盐 抑制 ) 使 得 大 规模 、 经 济 的 生产 产品 成 为 可 能 
(图 12. 11)。 选 择 肌 醇 六 磷酸 酶 是 因为 它 满足 在 饲料 添加 剂 的 应 用 中 实行 的 各 种 标准 
(后 面 讨论 )。 


A niger 生产 菌株 的 真菌 失 活 ,并 用 过 滤 的 方法 
深层 | 一 一 一 一 J】 。 从 包含 有 能 的 培养 基 中 将 
大 规模 深层 发 酵 真菌 除去 
用 超 浊 的 方法 将 
产品 成 形 培养 基 浓 缩 
固体 产品 (被 加 液体 产品 (加 ， 
Atuh hE 人 一 种 稳定 
为 载体 的 二 本) Al USED 


图 12. 11 Gist Brocades 使 用 的 生产 重组 肌 醇 六 磷酸 酶 产品 (Natuphos) 的 工艺 流程 
从 A. niger 中 获得 的 肌 醇 六 磷酸 酶 的 基因 最 近 已 在 转基因 的 烟草 种 子 中 表达 ， 此 重组 酶 
在 成 熟 的 种 子 中 表达 1% 的 可 溶性 蛋白 。 动 物 实验 证 实 了 将 这 些 种 子 直接 加 入 到 动物 饲料 中 
会 提高 受 体 动物 对 植 酸 中 磷 的 利用 。 


12.5.3 ”影响 饲料 酶 功效 和 稳定 性 的 因素 


为 了 达到 特殊 的 效果 ， 向 动物 饲料 中 加 入 特殊 的 酶 是 现代 农业 生物 技术 中 最 有 创新 性 的 
进步 之 一 。 使 一 种 酶 最 大 限度 地 适合 于 动物 饲料 添加 剂 的 物化 性 质 已 完全 被 病 明 ， 然 而 以 下 
的 特点 可 能 是 最 重要 的 。 

(D 酶 的 热 稳定 性 ”事实 上 ， 所 有 的 动物 饲料 在 它们 被 出 售 之 前 都 要 经 过 热处理 ， 热 处 
理 是 粒 化 过 程 的 一 部 分 。 在 此 过 程 中 ， 机 械 压 榨 后 应 用 湿热 处 理 。 为 了 减少 或 消除 饲料 中 的 
病原 体 ， 热处理 对 于 颗粒 饲料 或 非 颗粒 饲料 都 是 必要 的 。 一 般 来 说 ， 此 过 程 需 加 热 饲 料 到 
75--90'C MEE 2 一 3min。 因 此 ， 加 入 到 饲料 中 的 酶 必须 具有 热 稳定 性 〈 可 能 通过 喷射 法 在 随 


后 的 热处理 过 程 中 将 酶 加 到 饲料 中 ， 然 而 喷射 设备 十 分 昂贵 ， 并 且 经 常 使 酶 在 饲料 中 添加 得 
不 均匀 ) 。 

(2) 了 酶 活 与 温度 的 关系 曲线 “” 酶 在 37C 时 应 显示 较 强 的 活力 ， 此 温度 决定 了 酶 在 被 动 
物 摄 人 时 发 挥 功能 。 


G) pH 与 酶 活 的 关系 曲线 ” 酶 必须 在 消化 道 的 一 个 或 几 个 地 方 的 pH 下 发 挥 作用 。 大 
多 数 来 源 于 真菌 的 饲料 酶 在 酸性 pH 下 发 挥 最 大 活力 ， 因 此 可 能 在 胃 和 人 小肠 《十 二 指 肠 ) 以 
上 的 部 分 发 挥 最 大 活力 。 另 一 方面 细菌 酶 例如 细菌 淀粉 酶 和 蛋白 质 酶 ， 在 中 性 或 接近 中 
性 pH 下 显示 活性 ,使 小 肠 成 为 显示 酶 活 的 最 可 能 的 位 点 。 

CD 在 肠 道中 的 稳定 性 ”在 饲料 中 添加 的 酶 必须 在 消化 道 直到 (并 包含 》 预 期 它 发 挥 作 
用 的 位 置 保持 稳定 性 。 在 所 有 情况 中 ,这 意味 着 此 酶 必须 在 胃 的 酸性 条 件 下 稳定 〈 胃 的 pH 
能 低 到 1. 5) ， 并 且 必 须 抗 消化 性 的 蛋白 酶 的 降解 ， 例 如 骨 和 蛋白 酶 。 

大 多 数 添加 到 动物 饲料 中 的 酶 在 50 一 60 记 条 件 下 显示 最 佳 活性 。 当 在 缓冲 液 中 被 加 热 
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到 超过 70C 时 ， 这 种 酶 会 很 快 失 活 。 然 而 ， 当 出 现在 饲料 中 时 它们 显示 更 强 的 热 稳定 性 ， 
可 能 是 由 于 大 量 饲料 成 分 的 保护 效应 和 体系 中 含水 量 低 。 大 量 的 饲料 组 分 也 可 能 在 胃 的 环境 
中 发 挥 保护 作用 。 


12.5.4 检测 加 入 到 饲料 中 的 酶 


由 于 调节 的 需要 和 考虑 到 粒 化 对 酶 活性 的 影响 ， 有 必要 发 展 一 个 合适 的 方法 来 测定 酶 被 
加 入 食物 后 的 活性 和 量 。 化 验 需要 从 饲料 中 提取 出 所 补充 的 酶 ， 通 过 与 缓冲 液 搅拌 混合 ， 进 
而 测定 缓冲 液 中 的 酶 活 ， 许 多 技术 上 的 障碍 使 这 种 饲料 化 验 具 有 技术 挑战 性 。 通 常 酶 的 添加 
量 很 低 (经 常 是 每 1000kg 饲料 添加 50g 酶 ) ， 如 此 低 的 起 始 加 入 水 平和 随后 的 提取 过 程 产 生 
非常 稀 的 酶 溶液 ， 这 需要 灵敏 度 较 高 的 化 验 与 较 长 的 温 育 时 间 。 

酶 保温 在 其 底 物 中 经 常 是 最 方便 被 检测 的 ， 经 过 一 段 特 定 的 时 间 就 可 对 其 产量 定量 测定 
CK 12. 5)。 自 然 状 态 下 ， 所 有 饲料 含有 高 水 平 的 饲料 酶 所 催化 产生 的 还 原 产物 ， 这 些 物 质 
和 酶 一 起 被 抽 提 到 提取 缓冲 液 中 ， 这 样 会 产生 如 此 高 的 酶 空白 值 以 至 于 使 化 验 结果 不 切 
实际 。 


表 12.5 添加 到 饲料 中 的 常用 酶 及 其 常用 于 化 验 的 天 然 底 物 


无 机 磷酸 款 
还 原 糖 


is caia s 
肌 醇 六 磷酸 酶 


[Alij BM RI ACE T 

木 聚 糖 酶 ART 还 原粮 
纤维 素 酶 TERR R R FERE CIE m MF 0 还 原 精 
蛋白 酶 血红 蛋白 , 酶 蛋白 , 白 蛋白 氨基 酸 / 肽 


[LL] Re 检测 淀粉 的 消失 
(D 地 衣 多 糖 是 一 种 便宜 的 来 源 于 Cetraria islandica £M Ik. R 8- 葡 聚 糖 一 样 ， 它 由 葡萄 糖分 子 通过 
B13 B tit fe B1->4 Me aE ok ae HE 


采用 其 他 各 种 化 验方 法 来 克服 这 种 困难 。 其 中 最 成 功 的 是 用 显 色 底 物 或 酶 径 向 扩散 的 方 
法 进行 化 验 。 显 色 底 物 是 含有 一 个 显 色 基 团 的 合成 或 半 合成 物质 。 显 色 基 团 在 适当 的 酶 作用 
下 被 释放 ， 释 放 的 颜色 可 以 用 分 光 光 度 法 定量 测定 。 许 多 适合 于 化 验 从 饲料 中 提取 出 的 酶 的 
显 色 底 物 是 可 以 获得 的 〈 表 12. 6) 。 


物 


AUS p NDA 
连接 有 remazol JE i fj KREBECRBIO 
RBB- 纤 维 素 

偶 氮 白 蛋白 

连接 有 ostazin 亮 红 的 淀粉 


通过 酶 径 向 扩散 的 方法 测定 酶 活 需要 将 酶 的 底 物 加 入 琼脂 凝 胶 中 ， 随 后 加 包含 酶 的 饲料 
抽 提 物 至 已 在 凝 胶 上 打 的 孔 内 ， 然 后 此 凝 胶 (通常 被 灌注 在 培养 和 中 ) 在 适合 的 化 验 温度 下 
培养 一 段 时 间 。 在 此 期 间 ， 薛 穿 过 凝 胶 以 径 向 向 外 扩散 ， 降 解 与 之 相 接触 的 底 物 分 子 ， 底 物 
水 解 范围 的 直径 与 酶 活 成 正比 (图 12. 12) 。 因 此 ， 这 种 化 验方 法 是 检测 底 物 的 降解 而 不 是 
产品 的 生成 。 如 果 用 一 种 显 色 底 物 ， 水 解 的 范围 会 立刻 很 明显 。 如 果 用 一 种 天 然 底 物 ， 随 后 
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1 
酶 活 /U 
e 


图 12.12 酶 径 向 扩散 法 用 于 酶 活 定量 测定 的 示意 图 
(a) 在 会 有 底 物 的 琼脂 凝 胶 上 打 一 系列 小 孔 ， 覆 被 放 入 这 些小 格 中 ，1 号 格 没 有 酶 ，2 一 6 9 
有 的 酶 活水 平 依次 增加 ,测量 底 物 被 水 解 范围 的 直径 ;(b) 所 得 直径 与 酶 活水 平 星 线性 关系 


必须 在 凝 胶 中 加 入 一 种 只 连接 未 降解 底 物 的 染料 。 例 如 刚果 红 只 连接 未 降解 的 6- 葡 聚 糖 或 


FAR. 


12.5.5 酶 与 动物 营养 以 及 未 来 发 展 方向 


对 于 工业 酶 来 说 ， 动 物 饲料 工业 是 发 展 最 快 的 市 场 之 一 。 在 此 领域 中 ， 近 期 的 研究 


表 12.7 饲料 中 存在 的 各 种 不 利于 营养 吸收 的 因素 以 及 它们 对 饲养 的 动物 所 带 来 的 负面 


蛋白 质 

胰岛 素 抑 制剂 RATA MT ERB 
胰腺 肥大 ,分 泌 胰腺 酶 过 多 
植物 (种 子 ) 血 酰 素 内 脏 辟 破损 ,免疫 应 答 , 内 源 蛋 白 大量 损 失 
淀粉 酶 干扰 淀粉 消化 
抗原 蛋白 干扰 内 脏 壁 的 完整 性 ,免疫 应 答 
se 
AFM FE RHE É SE A H» EL BE A LLLA 
mit 

BSR OR / SE A Titre GA a» F CHR AUI DUET ME 7 

Sat 红细胞 溶解 ,影响 肠 道 的 渗透 性 

BERT 
Bite RR E IRR FF A FAR A EAE: A IC 

生物 碱 
ee OF Si ao HEPA MB RR 
HLM RAH Lr TIE CIE BE RUE MERO. 

其 他 不 利于 营养 吸收 的 因素 

MEARI 与 矿物 质 和 和 蛋白质 形成 复合 物 ,抑制 矿物 质 的 吸收 
ATH 由 于 Fe 络 合 产生 贫血 ,减少 卵细胞 重量 
芥子 酸 胆 碱 在 卵细胞 中 有 胆 臭 味 ( 感 染 ) 
肠胃 气 胀 的 因素 胃 肠 不 适 


it: 经 许可 复制 自 Recent Advances in Animal Nutrition, 1992, 7. Butterworth Heinemann, Oxford, 
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聚焦 于 不 同 的 主题 ， 微 生物 的 筛选 继续 为 酶 的 生产 作 贡 献 ， 所 得 到 的 新 酶 的 物化 性 质 
比 现 用 的 酶 更 适合 于 做 饲料 添加 剂 。 最 符合 要 求 的 酶 要 有 更 强 的 热 稳定 性 和 在 37°C INE 
保持 最 住 活 人 性。 通过 重组 手段 得 到 的 酶 产品 也 可 能 备 受 关注 ， 因 为 生产 酶 的 成 本 降低 
了 ， 这 对 于 价格 敏感 的 动物 饲料 工业 来 说 蕴含 着 巨大 的 经 济 利益 。 基 因 工 程 有 利于 给 
饲料 酶 提供 新 的 特性 (例如 增加 热 稳定 性 )。 此 工业 正在 评价 附加 的 酶 活力 ， 不 仅 限于 
在 饲料 中 的 应 用 。 这 些 酶 将 达到 特殊 的 目的 ， 例 如 破坏 特定 的 不 利于 营养 吸收 的 因素 
CK 12.7)。 另 外 有 研究 将 编码 想 要 得 到 的 酶 活力 的 那 段 密码 子 序列 整合 到 转基因 植物 
中 ， 随 后 将 其 喂 动 物 〈 例 如 前 面 所 讨论 过 的 肌 醇 六 磷酸 酶 活性 在 烟草 植物 中 的 表达 ) 。 
另外 一 种 方法 是 产生 能 合成 新 型 消化 酶 的 转基因 动物 。 例 如 来 源 于 Clostridium thermo- 
cellum 的 一 种 纤维 素 酶 基因 已 经 成 功 地 在 转基因 老鼠 的 胰腺 中 表达 。 此 酶 被 分 泌 进 入 
小 肠 ， 在 那儿 它 显 示 出 抗 内 源 蛋白 酶 水 解 失 活 的 特性 。 这 种 研究 表明 ， 产 生 具 有 消化 
植物 结构 多 糖 能 力 的 单 骨 动 物 是 可 行 的 。 


12.6 氧化 还 原 酶 


氧化 还 原 酶 代表 一 大 类 酶 。 其 中 一 些 已 经 产生 了 工业 价值 ， 这 些 酶 催化 氧化 还 原 反应 ， 
其 活性 位 点 含有 一 种 辅助 因子 ， 例 如 烟 酰胺 腺 呵 叭 、 核 苷 酸 CNADO, ORO EOS AEM 
(FAD) 或 一 种 金属 离子 ， 它 作为 电子 等 价 物 的 受 体 或 供 体 ， 例 如 NAD 接受 一 个 氧化 物 离 
子 H- ， 其 代表 两 种 电子 特价 物 。 一 些 辅助 因子 被 共 价 连接 到 氧化 还 原 酶 上 ， 另 外 一 些 只 以 
非 共 价 连接 方式 与 其 相互 作用 ， 并 能 从 酶 的 活性 位 点 扩散 出 来 。 一 种 辅助 因子 的 引入 通常 使 
氧化 还 原 反 应 酶 的 工业 利用 变 复杂 。 辅 助 因子 长 时 间 地 与 活性 位 点 分 离 会 造成 酶 失 活 (特别 
是 如 果 酶 被 用 于 固定 化 的 形式 )。 此 外 ， 通 过 一 种 合适 的 手段 使 辅助 因子 再 生 是 可 以 达到 的 


( 见 图 12. 13) 。 
还 原型 底 物 氧化 型 产物 
yet "n 
-MLUMAT -还 原型 畏 因 于 


sein oN sah 
dem aem 


图 12.13 氧化 还 原 反应 和 酶 的 辅助 因子 的 再 生 
一 般 的 例子 是 在 氧化 还 原 梅 的 活性 位 点 提供 一 个 底 物 〈 还 原型 ) 的 “停泊 ”点 。 此 酶 的 氧化 型 辅 因子 
从 底 物 上 接受 还 原型 等 同体 ， 从 而 氧化 它 〈 即 形成 产物 )， 在 此 过 程 中 它 自身 被 还 原 ， 就 这 个 酶 而 言 ， 
为 了 促进 另 一 种 底 物 的 催化 转化 ， 它 的 辅 因子 必须 先 被 重新 氧化 ， 因 此 一 个 最 终 中 电子 受 体 〈 上 图 中 
所 示 的 “被 氧化 的 底 物 ") 也 必须 存在 
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一 些 氧化 还 原 酶 显示 出 潜在 的 或 现实 的 工业 利用 价值 。 脂 肪 氧化 酶 lipoxygenases， 
LOX) 与 过 氧化 氧 物 裂解 酶 共同 作用 会 显示 出 在 调味 品 生物 技术 中 潜在 应 用 。 脂 肪 氧化 酶 
是 一 种 包含 Fe 的 非 -血红 素 酶 ， 它 催化 含有 1- 顺 式 ，4- 顺 式 -成 二 烯 双 键 系统 的 不 饱和 脂肪 
酸 的 氧化 反应 (如 亚 油 酸 ， 图 12. 14) 。 


VALAA V V oon 


a} eo 


VVYVTVVVV ALA 


COOH 
13-L- 过 氧 痉 基 - 顺 式 -9, 反 式 -11 9-D- 过 氧 痉 基 - 反 式 -10. 顺 式 -12 
十 八 烷 基 二 烯 酸 (13-LOOH) 3 SUR 46880 - LOOH) 


12.14 亚 油 酸 的 氧化 反应 
分 别 被 大 下 1 型 脂肪 氢化 酶 (1) PREMERE (2) 所 催化 [文献 提供 : Godfrey & West 
(eds) (1986), Industrial Enzymology. 2" edn. Macmillan Press Ltd. , Basingstoke] 


长 期 以 来 ， 真 菌 脂肪 氧化 酶 ， 特 别 是 来 源 于 植物 的 脂肪 氧化 酶 ， 是 最 受 关注 的 。 从 大 豆 
中 得 到 的 LOX ( 异 构 酶 L-1) 的 三 维 结构 已 


ARMA, LOX 在 植物 中 的 出 现 县 可 产生 起。 LAREN p one 
要 的 也 可 产生 不 想 要 的 风味 和 气味 。 例 如 ， | mw [mw 
EA LEID. DERNIER | exam | ange 
瓜 产生 特殊 香味 的 众多 因素 中 起 核心 作用 。 

这 种 风味 及 气味 依赖 于 底 物 〈 即 脂肪 酸 ) 的 | see [sem 


存在 、LOX 的 特异 性 和 其 他 酶 的 参与 〈 图 

12.15). Aw CHO 
葡萄 糖 氧 化 酶 和 过 氧化 氢 酶 是 两 种 在 工 LARZAN 

业 上 已 经 实际 应 用 的 氧化 还 原 酶 。 它 们 用 作 Seo 

各 种 诊断 工具 的 成 分 CR 9 章 )。 此外， 这 些 | er cag 

酶 还 互相 结合 共同 用 于 食品 工业 ， 将 存放 有 

食物 的 密封 容器 中 残留 的 氧气 除去 ， 这 些 氧 (2) 黄瓜 

气 的 存在 会 导致 食物 的 腐败 。 氧 气 既 促 进 好 

氧 微生物 的 生长 ， 又 促使 脂肪 酸 的 氧化 ， 因 

此 引起 食物 腐 臭 。 在 此 过 程 中 氧气 被 消耗 的 图 12.15 通过 一 种 脂肪 氧化 酶 介 导 的 机 制 从 饱和 

机 制 如 图 12. 16 所 示 。 脂肪 酸 前 体 产生 重要 气味 产品 的 过 程 

annta 


(b) 蘑菇 


-WWM + HO: 
PL 


葡萄 糖 十 0: 
HO: H,0+1/202 
图 12. 16 BERALBALALABAAN SHBREN 
和 氧气 从 含有 葡萄 糖 的 食物 中 去 除 的 示意 图 
进一步 的 细节 请 参考 正文 
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12.7 ”分 子 生物 学 用 酶 


分 子 生物 学 主要 是 以 纯 理 论 性 研究 和 工程 应 用 为 目的 对 核酸 进行 研究 和 操作 ， 其 基本 技 
术 依 束 于 特殊 酶 的 运用 。 染色体 DNA 中 特殊 序列 的 分 离 和 这 些 序列 的 扩 增 (DNA 克隆 ) 
需要 用 到 两 种 酶 ， 分 别 是 限制 性 核酸 内 切 酶 和 DNA 连接 酶 。 以 mRNA 为 模板 制备 cDNA 
的 过 程 中 逆转 录 酶 起 重要 作用 ， 而 DNA 聚合 酶 用 于 通过 聚合 酶 链 反应 (polymerase chain 
reaction, PCR) 催化 特殊 的 DNA 片段 的 扩 增 。 


12.7.1 限制 性 核酸 内 切 酶 和 DNA 连接 酶 


大 多 数 微生物 自身 有 许多 机 制 可 以 保护 其 免 受 外 来 人 侵 的 病毒 和 病原 体 引 起 的 破坏 。 

种 方法 就 是 利用 被 称 为 限制 性 核酸 内 切 酶 的 特殊 的 微生物 酶 ， 这 种 酶 能 切断 外 源 的 双 链 
DNA 从 而 阻止 它 的 复制 。 宿 主 微生物 的 DNA 可 以 被 修饰 ， 通 常 是 DNA 的 特定 序列 的 甲 基 
化 ， 这 样 可 以 保护 宿主 DNA 免 受 其 自身 的 限制 性 核酸 内 切 酶 破坏 。 

迄今 为 止 已 有 800 种 限制 性 核酸 内 切 酶 被 确定 ， 它 们 均 属 于 3 种 类 型 中 的 一 种 。 工 型 和 
轩 型 限制 性 内 切 酶 的 结构 复杂 ， 由 许多 亚 基 组 成 ， 并 需要 大 量 的 辅助 因子 来 维持 其 活性 。 它 
们 的 切割 位 置 不 在 识别 序列 上 。 限 制 性 核酸 内 切 酶 和 结构 比较 简单 ， 通 常 由 一 个 亚 基 组 成 ， 
只 需 Mg:+ 一 种 辅助 因子 ， 并 且 在 此 酶 的 识别 和 结合 序列 处 切割 DNA， 限 制 性 核酸 内 切 酶 
了 已 经 被 广泛 用 作 分 子 生物 学 的 理论 研究 和 应 用 。 

限制 性 核酸 内 切 酶 的 识别 、 结 合 和 所 切割 的 DNA 碱 基 序列 详 见 表 12. 8。 这些 序列 通 
常 为 围绕 一 个 对 称 中 心 的 反 向 重复 序列 ， 并 且 是 4 个 、6 个 或 者 8 个 碱 基 对 的 长 度 ， 这 样 
的 区 域 被 称 为 回 文 结构 。 通 常识 别 序列 越 大 回 文 结构 越 少 ， 得 到 的 DNA 片段 越 少 ， 通 过 
特殊 的 限制 性 核酸 内 切 酶 切割 DNA 可 产生 平 齐 末端 和 交错 末端 ， 后 者 通常 称 为 黏 性 
末端 。 

每 种 微生物 表达 一 种 或 几 种 已 经 鉴定 识别 序列 的 限制 性 核酸 内 切 酶 ， 在 DNA 操作 的 研 
究 和 工业 应 用 方面 单独 和 组 合 使 用 均 可 。 有 一 些 限制 性 核酸 内 切 酶 的 生物 学 特性 不 稳定 ， 必 
须 在 一 20 尼 以 下 进行 运输 和 储藏 。 一 些 可 大 规模 生产 的 限制 性 核酸 内 切 酶 见 表 12. 8。 

限制 性 核酸 内 切 酶 也 可 用 于 限制 性 片段 长 度 多 肽 性 (restriction fragment length poly- 
morphism, RFLP) 分 析 的 第 一 步 中 切割 染色 体 DNA， 用 于 检测 和 分 析 核 苷 酸 序列 的 突变 
和 修饰 的 另 一 种 方法 是 切割 片段 长 度 多 肽 性 〈cleavase fragment length polymorphisms, 
CFLP)， 这 需要 用 到 一 种 专 一 性 的 切割 单 链 DNA 的 内 切 酶 。 在 这 种 情况 下 切割 位 点 不 由 碱 
基 序 列 决 定 ， 而 是 由 单 链 DNA 二 级 结构 决定 ， 详 见 信息 框 12. 1。 

DNA 连接 酶 催化 DNA 中 磷酸 二 酯 键 的 形成 ， 因 此 它们 主要 用 于 重组 DNA 技术 的 封口 
或 在 DNA 克隆 中 将 DNA 靶 片 段 连接 到 一 种 选 定 的 载体 中 。 可 大 规模 生产 的 连接 酶 包括 : 
TA 连接 酶 ， 分 子 质量 为 55ku， 包 括 187 个 氨基 酸 ， 来 源 于 叭 菌 体 T4; 大 肠 杆 菌 连 接 酶 ， 
分 子 质量 为 73ku， 包 括 671 个 氨基 酸 。 最 近 一 种 热 稳定 的 DNA 连接 酶 (Taq DNA 连接 酶 ? 
已 经 被 大 规模 生产 ， 这 种 连接 酶 来 源 于 一 种 包含 有 从 嗜 热 的 水 生 栖 热 菌 (Thermus aquatic- 
us) 中 分 离 得 到 的 连接 酶 基因 的 重组 大 肠 杆 菌 菌 株 。 
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表 12.8 可 大 规模 生产 的 限制 性 核酸 内 切 酶 以 及 它们 的 来 源 、DNA 识别 序列 和 切割 位 点 
Bel I A FHF WH (Bacillus caldolyticus) 5'-T 4 GATCA-3" 
3'-ACTAG 4 T-5' 
Bgl I BAKA Bacillus globigii 的 Bg / I AM MA Kk FF W 5'-A 4 GATCT-3' 
3'-TCTAG ¢ A-5" 
Bsa Al RAHA B. stearothermophilus A 的 Bsa AI 基因 的 重组 大 肠 杆 菌 5'-PyAC } GTPu-3/ 
3'-PuTG ¢ CAPy-5" 
Bsa JI B. stearothermophilus J 5'-C 4 CNNGG-3' 
3'-GGNNC $ C-5' 
Bsi El B, stearothermophilus 5'-CGPuPy 4 CG-3" 
3'-GC + PyPuGC-5" 
Eco RV 载 有 来 自 质粒 ]62 plg 74 的 Eco RV 基因 的 重组 大 肠 杆 菌 5'-GAT 4 ATC-3 
3'-CTA * TAG-5 
Mwo | 载 有 来 自 Methanobacterium wol feii 的 Mwo 1 克隆 基因 的 重组 大 肠 杆菌 5'-GCNNNNN } NNGC-3' 
3'-CGNN + NNNNNCG-5' 
TSP 5091 | Thermus sp. 5'- 4 AATT-3 
3-TTAA 4-5! 
Xba I 载 有 来 自 Xanthomonas badvii 的 Xba 1 基因 的 重组 大 肠 杆 菌 5'-T V CTAGA-3 
3'-AGATC 4 T-5' 
Xhol 载 有 来 自 X. holcicola 的 Xhol I 基因 的 重组 大 肠 杆 菌 5'-C4 TCGAG-3' 
3'-GAGCT 4 C-5' 


—— ——L 
X. G, Ba C, MRR A, MRS: T, WEER Pu, ERR, Py, FEER, No EER 
RR. HE AER 


12.7.2 DNA 聚合 酶 


DNA 聚合 酶 催化 DNA 新 链 的 合成 ， 促 进 DNA 复制 和 修复 的 进行 ， 此 酶 在 分 子 生物 学 
中 可 用 于 通过 PCR 对 特定 的 DNA 片段 进行 扩 增 。 在 此 过 程 中 所 用 到 的 DNA 聚合 酶 应 具备 
热 稳定 性 ， 因 为 PCR 过 程 需要 不 断 地 循环 重复 多 聚 核 苷 酸 的 合成 和 热 变性 〈95C ， 用 于 分 
Jt DNA 双 链 ) Taq DNA 聚合 酶 是 第 一 个 大 规模 生产 的 热 稳定 性 的 DNA 聚合 酶 ， 此 酶 来 
源 于 水 生 栖 热 菌 〈Thermas aquaticus), YE 75C 有 活性 ， 但 在 更 高 的 温度 下 也 十 分 稳定 ， 它 
在 95 避 条 件 下 半 训 期 为 90min。 随 后 ， 一 大 批 热 稳定 的 DNA 聚合 酶 已 经 出 现在 市 场 上 〈 见 
表 12. 9)， 它 们 均 来 自 于 不 同 的 超 嗜 热 菌 〈 第 10 章 )， 但 也 已 被 用 重组 DNA 技术 生产 ， 通 
常 异 种 表达 于 重组 大 肠 杆 菌 中 ， 这 些 酶 在 95 它 时 显示 的 半衰期 均 在 小 时 这 个 等 级 上 (如 表 
12.9 中 的 “Deep Vent" DNA ARETE 95°C 的 半 训 期 为 23h， 100C 的 半 训 期 为 8h) 。 


表 12.9 商业 上 现 有 的 DNA 聚合 酶 


Taq DNA 聚合 酶 TRAE HARA WE Thermus aquaticus) 
Tli DNA R&W Thermococcus littoralis 

Pfu DNA R & 8 ALARM (Pyrococcus furiosus) 
TIL DNA RAM MIRAM Thermus flavus) 

Tth DNA 聚合 酶 暑热 栖 热 苦 (Thermus thermophilus) 


RE ARM (Pyrococcus woesei ) 
Thermococcus littoralis 
Deep Vent DNA 聚合 酶 ASR BU (Pyrococcus sp. ) 
9°Nm DNA 聚合 酶 热 球菌 属 (Thermococcus sp.) 
注 ， 表 中 所 列 的 来 源 均 是 天 然 菌 株 ， 然 而 大 规模 生产 常用 大 肠 杆 菌 重 组 菌株 ， 所 列 出 的 绝 大 多 数 酶 的 


分 子 质量 均 在 90 一 95ku 这 个 范围 内 。 


Pwo DNA  & 
Vent DNA RAM 
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第 13 章 
非 催化 的 工业 蛋白 


13.1 3 *& 


前 三 章 集中 介绍 工业 级 的 酶 ， 多 种 非 催 化 蛋白 的 生产 在 生化 领域 也 占 着 十 分 重要 的 位 置 ( 见 
表 13.1)。 本 章 介绍 的 这 些 蛋 白质 主要 来 源 于 食品 或 者 是 应 用 于 食品 领域 ,食品 中 加 入 这 些 蛋 白 
质 或 者 是 因为 其 具有 明显 的 营养 价值 ， 更 普遍 的 理由 可 能 是 因为 这 些 蛋白 质 特殊 的 功能 特性 。 


表 13.1 工业 应 用 中 的 主要 非 催化 蛋白 


注 ， 虽 然 非 催化 蛋白 主要 作为 人 类 的 食物 和 动物 饲料 或 其 膛 加 剂 ， 但 在 非 食品 领域 也 有 一 些 应 用 ， 例 
如 用 于 制药 或 者 化 妆 品 制造 。 


13.2 蛋白质 的 功能 特性 


蛋白 质 的 功能 特性 被 广泛 定义 为 用 作 食物 添加 剂 的 蛋白 质 的 非 营养 性 质 。 这 些 性 质 可 能 
会 对 食物 的 外 观 、 结 构 、 质 地 、 口 感 以 及 香味 产生 一 定 的 影响 。 蛋 白质 在 食品 应 用 中 的 一 些 
主要 功能 概括 在 表 13. 2。 这 些 特征 大 多 数 表现 为 与 水 结合 的 性 质 ( 如 溶解 性 、 可 分 散 性 、 
黏度 和 凝 胶 化 ) 或 者 与 表面 相关 的 特性 〈 如 发 泡 性 质 和 乳化 性 质 ) 。 

蛋白 质 的 物化 性 质 对 其 功能 的 影响 是 多 种 多 样 的 ， 这 些 性 质 包 括 氨基 酸 的 组 成 、 序 列 、 
构造 、 分 子 大 小 、 等 电 点 及 分 子 的 和 柔 毛 性。 虽然 已 经 对 添加 到 食品 中 的 主要 蛋白 质 的 物化 特 
性 进行 了 详尽 的 研究 ， 但 是 仍然 不 能 预测 蛋白 质 对 于 添加 食品 的 确切 影响 ， 这 可 能 是 因为 

QD 食品 的 加 工 过 程 可 能 导致 蛋白 质变 性 ， 从 而 改变 其 物化 性 质 。 
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表 13.2 食品 中 添加 的 一 些 蛋 白质 所 表现 出 来 的 功能 性 质 


EDELL] 


RE 明胶 


BEB AE (gelation) 乳 蛋 白 和 孵 清 蛋白 糖果 蜜 钱 、 肉 类 产品 
VEZ] (cohesion) 乳 清 蛋 白 和 卵 清 蛋 白 烘 烤 产品 意大利 面 .香肠 
弹性 谷物 产品 LII B EJ 

脂肪 或 味道 的 结合 乳 蛋 白 、 卵 清 蛋 白 和 谷物 蛋白 BORSE DUE 
乳化 性 质 Ag m e E 香肠 、 汤 、 蛋 糕 


Atom m HERE oko sabe T 


发 泡 性 质 


Q 食品 蛋白 质 生产 和 提取 方法 的 不 同 可 能 导致 不 同 的 产品 组 成 ， 尤 其 是 微小 污染 物 的 


影响 比如 乳 蛋 白 中 脂 质 的 存在 )。 
O 添加 的 蛋白 质 与 食品 中 的 其 他 成 分 相互 影响 ， 从 而 影响 了 观测 到 的 功能 效果 。 


13.2.1 黏度 和 增 稠 性 


各 种 食品 原料 〈 如 汤 或 肉汁 ) 通常 都 含有 黏 性 或 增 稠 性 的 添加 剂 。 当 可 溶性 高 分 子 聚 合 
物 ( 如 多 糖 和 和 蛋白质 ) 溶 于 水 时 ， 即 使 浓度 极 低 ， 也 会 得 到 黏稠 的 溶液 。 黏 度 的 大 小 主要 受 
聚合 物 的 大 小 、 形 状 、 水 合作 用 以 及 所 形成 的 内 部 分 子 之 间 相互 作用 大 小 和 范围 等 性 质 的 影 
响 。 一 般 来 说 ， 黏 度 随 分 子 量 的 增加 而 增加 ， 任 意 卷曲 或 延展 的 聚合 物 的 结构 表现 出 的 黏度 
要 大 于 相同 分 子 量 的 轻微 折叠 的 聚合 物 。 因 此 ， 这 类 延伸 《与 球体 相反 ) 结构 的 碳 氧化 合 
物 、 胶 体 和 蛋白 质 〈 如 明胶 或 部 分 变性 的 球状 多 肽 ) 可 以 应 用 于 食品 领域 作为 增 稠 剂 使 用 。 


13.2.2 ” 凝 胶 化 、 内 聚 力 和 弹性 


大 多 数 凝 胶 是 由 交 联 的 聚合 物 组 成 ， 浸 没 于 液体 介质 中 ， 因 而 形成 一 个 相互 联系 的 三 维 网 
状 结构 。 食 用 凝 胶 通常 由 交 联 的 碳 氧 化合 物 或 蛋白 质 或 者 有 时 是 二 者 的 混合 物 组 成 ， 浸 没 于 水 
中 。 对 于 大 多 数 食品 蛋白 质 ， 凝 胶 形 成 的 前 提 条 件 是 部 分 聚合 物 的 展开 或 变性 ， 大 多 数 通过 加 
热 变性 来 实现 ， 也 可 以 通过 机 械 搅拌 或 改变 蛋白 质 溶解 的 pH 或 离子 强度 来 实现 。 之 后 ， 由 于 
展开 或 延伸 的 蛋白 质 结构 的 相互 作用 ， 形 成 了 延伸 的 三 维 网 状 结构 。 使 凝 胶结 构 稳定 的 分 子 间 
作用 力 范围 和 相对 重要 性 主要 取决 于 所 使 用 的 蛋白 质 的 类 型 。 共 价 键 〈 二 硫化 物 和 y SUC 
基 ) 和 非 共 价 作用 力 〈 氢 键 、 静 电 作用 和 朴 水 作用 ) 都 对 凝 胶 的 稳定 性 有 所 作用 (图 13. D. 


蛋白 质 -蛋白质 
E 分 了 网 相 豆 作 用 _ 


重 白 质 结构 
(天 然 构象 ) 


图 13.1 以 蛋白 质 为 基础 的 凝 胶 形成 过 程 示意 图 
尽管 图 中 没有 表示 出 来 ， 凝 胶结 构 仍 然 受 蛋白 质 分 子 和 湾 剂 水 分 子 之 间 氢 键 的 影响 
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功能 性 质 中 的 内 聚 力 和 弹性 也 受 各 个 (有 时 是 部 分 解 折合 的 ) 蛋白 质 分 子 内 部 相互 作用 
的 影响 。 内 聚 力 通过 巨大 的 非 共 价 作用 AR, 、 离 子 作用 和 朴 水 作用 ) 使 蛋白 质 分 子 组 成 了 
一 个 松散 的 网 状 结构 。 这 些 力 的 非 共 价 性 质 使 得 这 种 结合 力 较 容易 被 破坏 。 弹 性 是 靠 缠绕 在 
一 起 的 蛋白 质 单 体 通过 共 价 键 和 非 共 价 键 连接 而 形成 的 。 这 个 性 质 将 在 随后 介绍 小 麦 蛋白 的 
部 分 中 进行 详细 的 介绍 。 


13.2.3 脂 类 与 香味 的 结合 、 乳 化 和 发 泡 


食物 中 自然 存在 或 添加 ) 的 许多 香味 和 香气 组 分 都 是 分 子 量 相对 较 小 的 朴 水 分 子 。 这 些 
组 分 与 蛋白 质 表 面 的 中 水 基 团 或 暴露 在 部 分 变性 和 蛋白质 的 疏水 末端 相 结 合 ， 从 而 保留 或 出 定 在 
食品 中 。 具 有 极 性 的 食品 或 者 香精 分 子 也 可 通过 氢 键 或 静电 引力 的 作用 结合 在 食品 蛋白 上 

大 多 数 蛋 白质 都 是 两 性 分 子 〈 含 有 亲 水 和 朴 水 两 个 区 域 )， 这 个 性 质 使 它们 更 易于 在 食 
品 工 业 中 作为 乳化 剂 或 泡沫 稳定 剂 来 使 用 。 食 品 大 都 是 乳化 的 亲 水 和 玖 水 成 分 的 混合 物 ， 比 
如 牛奶 、 黄 油 、 冰 激 凌 以 及 香肠 等 。 还 有 很 多 食品 实际 上 是 发 泡 剂 或 者 由 泡沫 制 成 (在 这 类 
体系 中 ， 微 小 的 气泡 可 以 在 水 中 分 散 ， 例 如 生 奶 油 、 蛋 奶 酥 、 奶 油 冻 、 果 汁 软 糖 和 和 蛋糕 )。 
这 两 类 产品 的 特征 是 非 极 性 相 〈 脂 质 或 气体 ) 分 散在 水 相 中 

这 种 油 - 水 或 空气 -水 的 界面 表现 出 较 高 的 表面 张力 ， 如 果 不 加 入 稳定 剂 AERD, € 
们 很 难 稳定 存在 。 乳 化 剂 〈 表 面 活性 剂 或 发 泡 剂 ) 的 亲 水 和 朴 水 区 域 沿 着 界面 排列 成 一 条 直 
线 ， 它 的 朴 水 基 团 在 非 极 性 相 中 相互 接触 ， 而 亲 水 基 团 在 极 性 相 中 相互 接触 ， 这 样 就 减 小 了 
表面 张力 ， 并 使 乳 状 液 变 得 稳定 。 

低 分 子 量 的 表面 活性 剂 ( 如 车 油 单 酯 和 甘油 二 栈 、 山 梨 聚 糖 、 硬 脂 酸 盐 和 磷脂 ) 和 高 分 
子 量 的 表面 活性 剂 〈 蛋 白质 和 凝 腕 ) 作为 乳化 剂 或 发 泡 剂 在 食品 工业 中 有 着 广泛 的 应 用 。 表 
面 活性 剂 分 子 的 分 子 量 越 小 ， 减 少 表面 张力 就 越 为 有 效 。 它 们 沿 界面 形成 的 阻碍 要 比 蛋白 质 
(大 分 子 蛋 白质 ) 产生 的 硬 脂 酸 阻碍 物 轻微 得 多 〈 见 图 13. 2)。 然 而 ， 蛋 白质 表面 活性 剂 一 


气相 或 油 相 
nu " nn 


水 相 
(a) (b) 
KARR 
的 落水 区 
am: ~ 
FREER Orc 
tesa 一。 
分 子 间 的 共 价 键 和 


非 共 价 键 连接 


图 13.2 低 分 子 量 分 子 (a) 与 蛋白 质 表面 活性 剂 (b) 在 气 -水 或 油 -水 界面 的 相互 作用 
详 见 正文 
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般 产生 的 气泡 或 得 到 的 乳 状 液 要 更 稳定 一 些 。 除 了 降低 表面 张力 ， 表 面 活性 剂 在 油 、 气 滴 表 
面 形成 的 连续 的 薄膜 通过 分 子 间 的 二 硫化 物 和 非 共 价 作 用 的 连接 使 乳 状 液 变 得 更 加 稳定 。 此 
外 ， 聚 集 在 水 相 - 非 极 性 相 界 面 上 也 会 促使 大 多 数 的 蛋白 质 部 分 失 活 。 


13.3 ”乳汁 和 和 乳 蛋 白 


超过 4000 种 肉 性 哺乳 动物 分 泌乳 汁 ， 乳 汁 的 基本 组 成 成 分 见 表 13. 3。 除 了 其 主要 的 成 
分 ， 乳汁 中 还 含有 几 百 种 微量 成 分 ， 包 括 维生素 、 矿 物质 和 香味 组 分 等 。 乳 汁 的 某 些 成 分 的 
含量 可 以 改变 ， 随 着 物种 不 同 ， 区 别 也 十 分 明显 。 此 外 ， 同 一 物种 不 同 动物 个 体 由 于 品种 、 
健康 和 营养 情况 等 的 不 同 ， 乳 汁 的 成 分 也 会 受到 影响 。 


表 13.3 ”人 与 几 种 重要 的 畜牧 动物 乳汁 成 分 含量 的 平均 值 g/100ml 


乳糖 是 乳汁 中 含有 的 主要 糖 类 。 此 外 也 存在 少量 的 其 他 糖 类 〈 如 葡萄 糖 和 果糖 )。 大 多 
数 物种 的 乳汁 中 乳糖 含量 为 0. 025 一 0. 05g/ml， 而 海豚 和 海狮 的 乳汁 中 则 没有 乳糖 。 人 类 和 
猴子 的 乳汁 中 乳糖 的 含量 要 高 于 平均 水 平 〈 一 般 为 0. 07 一 0. 1g/ml)。 和 干燥 的 奶 制品 和 和 乳 清 
粉 中 ， 乳 糖 是 主要 的 成 分 。 

乳汁 中 脂肪 含量 也 有 明显 的 差异 。 畜 牧 动物 乳汁 中 脂肪 的 含量 为 0. 03 一 0. 07g/ml， 海 
豚 乳 汁 中 其 含量 为 0. 33g/ml， 而 格陵兰 海豹 乳汁 中 脂肪 的 含量 则 高 达 0. 5g/ml 以 上 。 由 于 
乳汁 中 脂肪 的 主要 生物 功能 是 为 新 生 儿 提供 能 量 ， 因 此 生活 在 寒冷 的 或 者 海洋 的 环境 中 的 动 
物 乳 汁 中 脂肪 含量 高 就 不 奇怪 了 。 大 多 数 的 乳 蛋白 〈 在 后 文中 详细 介绍 ) 的 生物 功能 则 是 为 
新 生 儿 的 蛋白 质 合 成 提供 日 常 的 氨基酸 ， 此 外 还 有 其 他 的 一 些 功能 如 乳 免疫 球 蛋 白 的 保护 
作用 )。 

从 物理 化 学 的 角度 来 看 ， 乳 汁 是 一 种 复杂 的 流体 ， 包 含有 三 相 。 其 中 乳糖 和 大 多 数 的 微 
量 成 分 存在 于 真正 的 水 相 溶液 中 ， 和 蛋白 质 分 散 于 该 溶液 中 ， 有 一 些 蛋 白质 如 和 乳 清 蛋白 ) 可 
以 完全 地 溶解 ， 而 其 他 蛋白 质 〈 如 酷 蛋 白 ) 则 形成 巨大 的 胶 状 聚 合体 ， 直 径 可 达 0. 5pm. 
脂 质 部 分 存在 于 被 乳化 的 状态 下 ， 一 般 是 20pm 的 小 球体 。 虽然 乳汁 和 屯 蛋白 在 食品 工业 中 
有 着 极其 广泛 的 应 用 〈 表 13. 4)， 但 目前 特别 关注 的 是 一 些 主要 的 乳 蛋白 的 生化 性 质 、 工 业 
生产 及 应 用 的 情况 ， 这 些 蛋 白质 包括 : 

© MHA; 

Q -乳白 蛋白 ; 

@ 8B- 乳 球 蛋白 ; 

@ 血清 白 蛋 白 ; 

© 免疫 球 蛋 白 ; 

© lactophorin; 

© 乳 铁 蛋 白 ; 
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表 13.4 一 些 主要 的 乳 制品 的 生产 过 程 和 用 途 


离心 分 离 乳酪 黄油 ,乳脂 肪 .酥油 乳酪: 各 种 脂肪 含量 (HTST X MAM UHT 杀毒 )、 
早餐 乳 酷 MTA MT 
脱脂 乳 奶粉 、 酷 蛋白 ,干酪 \ 和 蛋白 质 精 料 
浓缩 热量 蒸发 或 超 滤 SRR UHT 灭 菌 牛奶 、 甜 牛奶 
浓缩 和 干燥 全 脂 奶粉 .婴儿 食品 ,日 常 产品 
酶 的 凝 结 T" 1000 多 个 品种 ;进一步 加 工 的 产品 ,如 加 工 干 酷 .干酪 沙 司 
METER FRAUD 
Ju 乳 清 粉 ` 软 化 乳 清 粉 末 、 乳 清 蛋 白 浓缩 物 、 乳 清 蛋 白 分 离 物 、 乳 清 蛋白 
单 体 ` 乳 清 蛋 白水 解 产品 .营养 医学 品 (neutraceuticals) 
酸 的 凝结 TN 新 鲜 的 干 酷 和 以 干酪 为 基础 的 产品 。 功 能 应 用 ,如 早餐 乳酪 . 肉 类 添 
MERKA 加 物 ; 营 养 方面 的 应 用 
ait 乳 清 粉 .软化 乳 清 粉末 、 乳 清 蛋 白质 精 料 、 乳 清 蛋白 分 离 物 、 乳 清 蛋白 
单 体 、 乳 清 蛋 白水 解 产品 
LJ 各 种 发 醇 奶 制品 ,如 酸 乳 酷 、 酷 乳酸 奶 . 生 物 酸 乳 酷 
nw 冰激凌 (难以 计数 的 类 型 和 形式 ) 
混杂 巧克力 产品 


it; HTST, 高 温 短 时 间 ; UHT 超 高 温 。 摘自 Fox P & McSweeney P. (1997). Dairy Chemistry and 
Biochemistry. Blackie Academic and Professional, London, p17, 


© 多 种 酶 〈 如 过 氧化 氢 酶 ， 溶 菌 酶 ) 。 
13.3.1 酪 蛋白 的 生化 性 质 


牛奶 中 含有 四 种 不 同类 型 的 酪 蛋白 (四 种 相互 关联 又 截然 不 同 的 基因 产物 )， 分 别称 为 
au- 酷 蛋白 、aw- 酪 蛋白、B- 酪 蛋白 和 x- 酪 蛋白 。 牛 奶 中 酪 蛋白 的 总 浓度 大 约 为 25g/L， 四 种 
酪 蛋白 的 比例 为 4: 1 : 4: 1。 这 四 种 酪 蛋白 相互 作用 形成 胶 束 ， 颗 粒 直 径 为 50 一 250nm， 
此 外 还 有 含量 不 少 的 磷酸 钙 。 

从 生化 性 质 角 度 看 ， 酷 蛋白 性 质 如 下 : 

O 分 子 质量 大 约 为 20 一 25ku (aw- 酷 蛋白 分 子 质量 为 23. 5ku， 含 199 个 氨基 酸 ; aw- 酷 
蛋白 分 子 质量 为 25. 2ku， 含 207 个 氨基 酸 ， B- 酷 蛋白 分 子 质量 为 24ku， 含 209 个 氨基 酸 ; 
«- 酷 蛋白 分 子 质量 为 19ku， 含 169 个 氨基 酸 )。 

@ 属于 磷 蛋 白 ( 几 个 丝氨酸 残 基 的 R 基 团 被 磷酸 根基 团 所 取代 ， 并 与 Cat 紧密 结 
M: 

@ Bhi 7A PE Dy XR BE EMAR H BBL AK FR ER EBD, TE Bk AY B- 酷 蛋白 
(主要 朴 水 残 基 为 第 40 一 209 位 残 基 ) Ale EA (EKER 281—105 RAE, TH 
余 的 分 子 高 度 亲 水 ) 。 

D TM BA A AES DE RIE. 

O k- 酷 蛋白 分 子 表现 出 不 同 的 糖 基 化 水 平 〈 接 近 一 半 的 k- 酷 蛋白 分 子 保持 非 糖 基 化 ) 。 
其 他 酪 蛋白 的 类 型 缺乏 甘油 组 分 。 

研究 显示 ， 单 一 的 酷 蛋 白 分 子 不 呈 刚 性 的 三 维 结构 〈 由 膊 氨 酸 含量 高 导致 )， 但 是 
它们 互相 之 间 形 成 了 一 个 粗糙 的 球形 胶 团 结构 。 胶 团 中 酷 蛋 白 分 子 的 排列 仍然 是 一 个 
大 家 争论 的 话题 。 单 个 酪 蛋白 之 间 的 相互 作用 可 能 是 疏水 作用 、 氢 键 和 静电 作用 。 磁 
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酸 钙 的 存在 很 可 能 提供 了 使 酷 蛋 白 中 的 极 性 或 带 
电 物 质 稳定 的 相互 作用 。 与 ou- 酷 蛋白 和 B- 酷 蛋白 
KA, a MEHA «- 栈 蛋白 每 个 包含 (两 个 ) 半 
DER RIE, 因此， 能 够 在 分 子 间 形 成 二 硫 键 ， 
也 可 以 使 所 有 的 胶 团结 构 稳定 。 

已 经 证 实 ， 绝 大 多 数 的 «- 酷 蛋白 分 子 存在 于 胶 
团 表面 (也 发 现 很 少量 的 s 酷 蛋白 存在 于 胶 团 表 
面 ， 而 高 度 疏 水 的 B- 酷 蛋白 则 被 包 埋 在 了 胶 团 的 
中 心 位 置 )。x«- 酪 蛋白 分 子 有 一 定 的 导向 ， 使 它 糖 
基 化 的 C 未 端 由 胶 团 向 外 伸 出 ， 而 朴 水 的 N 末端 
朝向 胶 团 内 部 ， 并 与 内 部 的 酪 蛋白 相互 作用 (被 
认为 是 疏水 作用 )。 因 此 ，«- 酷 蛋白 的 两 性 性 质 ， GI uc os RR ar 
使 它们 在 正常 的 水 相 环境 中 保持 稳定 的 胶 团结 构 
起 着 主要 的 作用 〈 见 图 13. 3) 。 

酷 蛋 白 的 胶 团结 构 也 可 以 用 来 解释 为 什么 在 奶 S gg 分 
中 加 入 凝 乳 酶 会 使 胶 团 结构 不 稳定 ， 从 而 出 现 聚 一 一 亲 水 区 域 = EA 
合 物 ， 并 导致 雍 乳 的 形成 《 见 第 11 章 )。 北 乳 栈 nn 
的 选择 性 使 <- 酷 蛋白 Phe””-Met… 处 的 肽 键 断 开 ， 
这 样 k- 酷 蛋白 的 亲 水 成 分 被 破坏 ， 胶 团 不 稳定 ， EA Aye 
从 而 形成 了 修饰 胶 团 的 凝聚 物 〈 见 图 13. 4) 。 从 生 WUMNRKAETEKKTAKHAM 
物 学 角度 来 看 ， 酪 蛋白 似乎 只 有 简单 的 营养 功能 ， REA CKRCAN 
可 以 为 新 生 儿 提供 氨基 酸 ， 此 外 ， 酷 蛋白 胺 团 也 
可 以 作为 钙 、 磷 酸 以 及 少量 的 糖 的 来 源 〔 可 从 «- 酷 蛋白 分 子 中 的 糖 组 分 获得 )。 


残 基 106 一 169， /4 


一 = Wes 


图 13.3 牛奶 中 酷 蛋 白 胶 团结 构 模 式 图 


疏水 胶 团结 构 的 核 的 沉淀 
©) 


图 13.4” 凝 乳 酶 对 单个 «- 酪 蛋白 分 子 的 影响 (a) 以 及 酪 蛋白 胶 团 不 稳定 的 效应 导致 形成 聚集 体 《b) 
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13.3.2 酪 蛋白 的 工业 生产 和 应 用 


在 实验 室 中 ， 酪 蛋白 可 以 通过 多 种 方法 从 全 脂 奶 或 脱脂 奶 中 提取 制备 ( 见 表 13.5), 
可 是 ， 从 技术 和 经 济 等 角度 考虑 ， 进 行 工业 规模 的 分 离 、 沉 淀 以 及 酶 凝结 (以 凝 乳 酶 为 
基础 ) 等 生产 仍 有 很 大 的 限制 ( 见 图 13. 5)。 酪 蛋白 的 商业 化 已 有 近 80 年 了 ,目前 , 年 
产量 为 250000t 左右 。 生 产 的 第 一 步 离心 除去 全 脂 奶 中 的 脂肪 ， 得 到 脱脂 奶 。 预 先 除去 脂 
肪 是 为 了 避免 后 续 干燥 过 程 中 由 于 污染 物 脂 质 的 氧化 ， 使 得 酪 蛋白 的 干燥 过 程 中 产生 
异味 。 
表 13.5 


实验 室 从 牛奶 中 提取 胶 团 酷 蛋 白 的 方法 


在 100000g 下 离心 1h 使 得 胶 团 沉淀 。 预 先 加 入 CaCl CO. 2mol/L) 可 使 胶 团 大 量 聚 集 , 然 后 可 
用 低速 离心 回收 产品 


等 电 沉 演 调 pH4.6, 使 牛奶 酸化 

盐 析 Jn AA 8 260g / LO U E B IE É C 3L RICE 
乙醇 沉淀 加 入 乙醇 使 溶液 的 醇 浓度 达到 40% ,选择 性 沉淀 酪 蛋白 
低温 沉淀 将 牛奶 的 温度 降 至 一 10C ,沉淀 酪 蛋白 

Lr 全 脂 奶 通过 超 浊 可 以 浓缩 /保留 酷 蛋 白 和 乳 清 蛋 白 


使 聚集 的 酷 蛋 白 胶 团 沉淀 并 易 从 牛奶 中 回收 ,<- 栈 蛋白 成 分 发 生 明显 改变 
用 离子 交换 和 凝 胶 过 波 层 析 法 从 其 他 乳 蛋白 的 混合 物 中 部 分 或 完全 分 离 酷 蛋 白 


用 等 电 沉淀 法 收回 产品 必须 使 奶 酸化 ， 生 成 “酸性 酷 蛋 白 "， 酸 化 〈 调 pH4.6) 可 以 通 

过 直接 加 酸 〈 通 常 加 HCD 或 者 通过 较 长 时 间 的 乳酸 菌 发 酵 来 实现 。 后 一 个 方法 是 加 入 乳酸 
菌 在 22 一 25C 培 养 14 一 16h (细菌 将 奶 中 的 乳糖 分 解 生成 乳酸 )。 

当 达 到 所 需 的 pH 时， 蒸汽 加 热 ， 使 奶 的 温度 达到 

全 脂 奶 50C， 这 样 可 以 使 酷 蛋 白 最 大 量 地 沉淀 下 来 Cin SE SLE 

成 ) 。 凝 乳 从 剩余 的 液体 〈 乳 清 ) 中 通过 过 滤 或 低速 离心 的 

方法 分 离 出 来 。 干 燥 前 ， 一 般 用 热 水 洗 涤 以 去 除 残存 的 乳 

脱脂 奶 清 .干燥 过 程 中 首先 用 机 械 法 挤 压 (有 了 时 也 用 离心 的 方 

法 )， 然 后 产品 被 完全 干燥 (使 产品 的 湿度 低 于 12%)， 这 

个 过 程 先 将 酷 蛋 白 放 在 振动 的 多 孔 不 锈 钢 盘 或 传送 装置 上 ， 


etico BM) 然后 通过 筷 队 传送 热 空气 。 在 最 后 的 包装 之 前 ， 将 产品 麻 成 

粉 状 ， 减 小 酷 蛋白 的 颗粒 并 使 之 符合 标准 。 
TRO) 酶 法 生产 酷 蛋 白 与 上 述 过 程 的 不 同 之 处 仅 在 于 酷 蛋 白 是 从 
Į 脱脂 奶 中 沉淀 而 得 到 的 。 该 过 程 只 加 入 凝 乳 酶 ， 而 不 需要 预先 
cane 调节 pH 值 ( 约 6.7)。 加 入 酶 的 牛奶 在 30C 左 右 放置 一 段 时 
FT 间 ， 通 常 要 有 1h 以 上 ， 这 段 时 间 实际 上 是 凝结 的 过 程 〈 见 图 
1 13. 4) 。 这 就 是 所 谓 的 酶 凝 干 酷 素 生产 ， 后 面 的 工艺 与 酸 酷 蛋 

MESI 白 的 生产 相似 (图 13.5). 


图 13.5 工业 生产 酪 蛋白 的 酸性 ( 酶 凝 ) 酷 蛋 白 不 易 溶 于 水 ， 工 业 上 生产 的 可 溶解 
主要 方法 示意 图 的 酷 蛋 白 产品 〈 栈 蛋白 酸 盐 ) 通常 是 先 将 酸性 酷 蛋 白 溶解 于 
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碱 中 ,之 后 喷雾 干燥 得 到 产品 。 一 般 用 NaOH a sano 
溶解 酪 蛋白 、 生 成 酷 蛋 白 钠 ， 有 时 也 用 KOH, | 
Ca(OH), 或 NH;， 得 到 酪 蛋白 钾 、 酷 蛋白 钙 和 Caeemen 
MEA. 

采用 酸 法 或 酶 法 生产 酪 蛋白 可 以 得 到 相对 图 13.6 工业 上 共 沉淀 法 生产 概况 
纯度 较 高 的 酷 蛋 白 产品 ， 另 外 一 种 生产 乳 蛋 白 EAE ERE 
的 商业 化 方法 称 为 共 沉淀 法 ， 图 13. 6 概括 了 共 沉 淀 法 。 首 先 ， 将 脱脂 奶 加 热 到 90C 使 大 多 
数 非 酷 蛋 白 的 乳 蛋白 变性 。 变 性 的 乳 清 蛋 白 与 酷 蛋 白 形成 了 一 种 复合 物 ， 经 过 调 pH 至 4.6 
酸化 后 ， 复 合 物 从 溶液 中 沉淀 下 来 。 这 种 酷 蛋 白 - 乳 清 蛋白 共 沉 淀 物 占 总 乳 蛋白 的 90% 
以 上 

显然 ， 商 业 化 生产 的 酷 蛋 白 是 四 种 酷 蛋 白 的 混合 物 ， 尽 管 可 以 通过 色谱 法 将 其 分 离 ， 但 
对 于 它们 在 工业 上 的 应 用 而 言 是 没有 必要 的 。 酷 蛋白 和 酷 蛋 白 酸 盐 在 食品 工业 中 有 广泛 的 应 
JH ( 见 表 13.6)。 乳 化 性 质 使 它们 的 用 途 更 加 重要 。 酷 蛋白 酸 盐 或 单 体 酷 蛋白 分 子 的 乳化 液 
十 分 稳定 完整 的 酷 蛋 白 胶 团 乳 状 液 不 稳定 )， 它 们 强烈 的 两 性 性 质 与 构造 的 灵活 性 使 它们 
沿 着 油 -水 界面 延伸 聚集 。 此 外 ， 它 们 的 带电 性 质 ( 主 要 由 于 它们 实质 上 是 磷 蛋 白 ) 使 得 单 
个 被 乳化 的 小 液 滴 像 电荷 一 样 相互 排斥 。 通 常 酷 蛋 白 也 可 以 稳定 的 乳 状 液 形式 存在 于 高 浓度 
的 乙醇 中 ， 因 此 ， 可 以 作为 牛奶 的 乳化 剂 使 用 。 

与 乳化 性 质 相反 ， 酷 蛋白 不 适合 于 作为 发 泡 剂 使 用 。 虽 然 酷 蛋 白 溶液 易 发 泡 ， 但 气 液 界 
面 产 生 的 气泡 很 快 就 会 破 掉 ， 这 又 是 酷 蛋 白 生 化 性 质 的 一 个 表现 。 尽 管 它们 可 以 强烈 地 吸附 
到 气 液 界面 ， 但 单个 酷 蛋 白 分 子 的 亲 水 部 分 向 内 伸 到 液 相 中 ， 不 会 进行 相互 作用 。 这 种 缺乏 
稳定 的 内 部 分 子 的 相互 作用 导致 产生 一 个 脆弱 的 界面 〈 见 图 13. 7)。 所 以 酷 蛋 白 不 能 单独 作 
为 发 泡 剂 使 用 。 


酸化 (盐酸 调 pH4.6) 


周围 的 水 
(a) (5) 
L^ FABA 
图 解 : @ = BKGP-ARKA 
br 
单个 乳 球 分 子 同 的 
MEL 


图 13.7 酪 蛋白 泡沫 GO 与 B- 乳 球 蛋白 泡沫 (b) 的 比较 
B- 乳 球 蛋白 的 泡沫 由 于 分 子 间 非 共 价 键 和 二 硫 键 的 作用 而 变 得 稳定 
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R136 从 牛奶 中 提取 的 蛋白 质 在 食品 工业 中 的 主要 应 用 


LLLI 

Re F/M BE AR / ETT TE 

WEHA: TG eR E/F PE Be ED» BE E E A, PO Oa ZEE EE An Be eB IR 
作用 :营养 ,口感 ,乳化 剂 , 生 面团 稠度 ,松软 度 ,体积 和 产量 


乳 清 蛋 白 
FH i SUBE be OF BE I 


EHI HERE UICE HA h 
AU 
酷 蛋 户 / 酷 蛋白 酸 盐 / 共 沉淀 物 
应 造 奶 酪 (植物 油 . 艇 蛋白/ 酷 蛋白 酸 盐 , 盐 和 水 ) 
作用 :脂肪 与 水 结合 ,松软 度 ,( 油 脂 ) 熔 性 , 易 拉 易 切 
应 用 : 非 乳 制 自 油 (coffee creamer) (植物 油 、 糖 类 、 酷 蛋白 钠 、 稳 定 剂 和 乳化 剂 ) 
作用 :乳化 剂 , 增 白 剂 ,稠度 和 松软 度 ,减少 羽 状 物 形成 ,口感 


应 用 :发 本 牛奶 产品 ,如 酸 乳 酷 
作用 :提高 凝 胶 的 稳定 性 ,减少 脱水 收缩 


应 用 :牛奶 饮料 ,人 造 牛奶 ,牛奶 强化 , 奶 昔 

作用 ;营养 ,乳化 剂 ,发 泡 性 质 

应 用 :多 脂 奶 粉 , 使 面 点 酥 松 的 油脂 , 挠 打 奶 油 布丁 和 黄油 葵 
作用 :乳化 剂 ,提高 松软 度 , 口 感 


IRKA 
应 用 : 酸 乳 酷 ,Quarg( 一 种 不 成 则 食用 的 粗 制 脱脂 酸奶 干酪 的 通称 ) ,意大利 乳 清 干 栈 
作用 :产量 ,营养 ,稠度 EPL AL ED 


TOW UF TER PL TS I 
MERI UC MERETE, CB 


饮料 

DELEU E TEL E TESTE o 

应 用 :巧克力 饮料 i eC ZE IE PH ORE 
TE E E RHET AO eH 


RH) A) OF ae 

作用 ,乳化 剂 

应 用 :葡萄 酒 与 啤酒 工业 

ATI ERE SUR ,澄清 ,减少 色素 和 涩 味 
FLW a 

Jy HE IRE EH AE S EE 
作用 :营养 


应 用 : 奶 味 饮料 
作用 :车 性 , 胶 质 的 稳定 性 


at 

[IG ID INI) 
应 用 :冰激凌 ,冰镇 甜食 

作用 : 搅 打 性 质 , 稠 度 和 松软 度 


应 用 ,奶油 冻 , 即 食 布 丁 , 搅 打 奶 油 布丁 
作用 : 搅 打 性 质 ,成 膜 刑 ,乳化 剂 ,增加 稠度 和 香味 


FA EH 
应 用 :冰激凌 ,冰镇 果 计 棒 , 冰 冻 甜 食 外 这 
作用 :脱脂 奶 赫 代 物 , 搅 打 性 质 ,乳化 剂 ,稠度 /松软 度 


糖果 

本 蛋白 / 酷 恒 白 酸 盐 / 共 沉 淀 物 

应 用 :太刀 糖 . 焦 糖 , 软 糖 

作用 :赋予 弹性 , 耐 咀 明 ,与 水 结合 ,乳化 剂 
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BR 


糖果 
应 用 :果汁 软 糖 , 牛 轧 糖 
作用 :发 泡 性 , 耐 高 温 , 改 善 味道 和 色泽 


Amin 

应 用 :充气 糖果 粉 , 酥 皮 , 海 绵 蛋 糕 

作用 : 搅 打 性 质 , 乳 化 剂 

意大利 食品 

应 用 : 通 心 粉 ,意大利 面食 和 人 造 意大利 面食 

作用 :营养 ,松软 度 , 冻 融 稳定 性 ,可 微波 加 热 

肉 制品 

酪 蛋白 / 酷 蛋 白 酸 盐 / 共 沉 淀 物 

应 用 : 肉 饮 

作用 :乳化 剂 ,与 水 结合 性 ,改善 秽 度 ,减少 肉 蛋白 形成 雄 胶 和 与 水 结合 


AWEKA 
应 用 ;法兰克福 竺 肠 . 午 餐 肉 
He FA PLA BER 


应 用 ; 注 盐水 强化 所 有 肉 制品 

AEFI EB ,产量 

方便 食品 

应 用 : 肉 汤 粉 , 汤 粉 ,调味 料 ,奶油 汤 缸 头 和 调味 料 链 头 ,脱水 奶油 汤 和 调味 料 , 色 拉 味 调料 , 执 波 食品 , 低 脂 方便 食品 
作用 ，: 增 白 剂 , 乳 昧 秀 料 ,香味 增强 剂 ,乳化 剂 ,稳定 剂 ,黏度 控制 剂 , 冻 融 稳定 性 ,蛋黄 普 代 物 , 脂 质 若 代 物 

松软 产品 

应 用 : 酥 皮 点 心 , 写 含 蛋 白质 的 小 吃 , 肉 类 添加 物 

作用 :结构 化 ,软化 ,营养 


药物 和 医药 产品 
特殊 的 营养 制品 
生病 期 或 康复 期 的 病人 
节食 病人 /人 群 
运动 员 
FRA 
婴儿 食品 
营养 强化 食品 
母乳 化 婴儿 食品 
PERLA h 


特定 的 矿物 质 含 量 平衡 婴儿 食品 
酷 蛋 白水 解 酶 :主要 是 用 于 医治 腹 污 .肠胃 炎 、 半 乳糖 血 症 、 吸 收 不 良 . 莱 丙 醋酸 尿 症 的 婴儿 


乳 蛋 白水 解 酶 主要 是 用 于 血 盐 过 低 的 婴儿 食品 


静脉 注射 剂 
主要 用 于 新 陈 代谢 失调 的 病人 、 手 术 后 肠胃 消化 不 良 的 病人 


特殊 的 食品 制品 
ERAT SAGE RRR A EHAA 


特殊 药品 
P- 栈 蛋白 吗 罪 主要 用 于 睡眠 或 饥饿 的 调节 或 胰岛 素 分 泌 
糖 及 磷酸 盐 主要 用 于 胃 溃 疡 的 治疗 


其 他 产品 
FE 
化 妆 品 
治疗 创伤 的 产品 
d. KAMA F Fox P & McSweeney P (1997) . Dairy Chemistry and Biochemistry. Blackie Academic 


and Professional, London. 
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13.3.3 乳 清 蛋白 的 生化 性 质 


牛奶 中 沉淀 酷 蛋 白 后 的 上 清 液 称 为 乳 清 ， 等 电 沉淀 得 到 酷 蛋 白 后 的 上 清 液 称 为 酸性 乳 
清 ， 而 用 凝 乳 酶 调节 凝结 得 到 酷 蛋 白 后 得 到 的 上 清 液 称 为 酶 凝 乳 清 。 所 以 ， 乳 清 是 干 酷 生 产 
的 一 个 主要 的 副 产 物 。 表 13. 7 为 凝 乳 酶 处 理 获得 的 乳 清 的 主要 成 分 。 酸 性 乳 清 的 组 成 与 此 
类 似 ， 只 是 单个 成 分 的 确切 浓度 略 有 不 同 。 大 约 20% 的 牛奶 蛋白 是 保存 在 乳 清 中 的 。 同 时 ， 
这 些 蛋 白质 又 被 称 为 “ 乳 清 蛋 白 ",“ 血 清 蛋白 ”或 “ 非 酷 蛋 白 原 ”。 主 要 的 乳 清 蛋白 已 被 归 
纳 在 表 13.8 中 ,包括 B- 乳 球 蛋 白 ，a- 乳 清 蛋 白 ， 血 清白 蛋白 和 免疫 球 蛋 白 (主要 是 IgG) 。 


表 13.7 凝 乳 酶 处 理 得 到 的 乳 清 的 组 成 


浓度 /g* LL 
分 子 质量 /ku 
氨基 酸 残 基数 
半 胱 氨 酸 残 基数 
等 电 点 (pD 
FEE MMA 

B- 乳 球 蛋 白 大 约 占 了 整个 乳 清 蛋白 的 50% (大 约 是 整个 牛奶 蛋白 的 12%), GX 18ku 
的 蛋白 质 根据 基因 不 同 被 划分 为 4 大 类 。 它 们 之 间 的 不 同 仅仅 是 因为 一 两 个 氨基 酸 被 取代 。 
及 乳 球 绰 白 含有 大 量 的 半 胱 氨 酸 残 基 ， 通 过 X 射线 衍射 表明 其 为 一 个 紧密 的 球状 结构 ， 包 含 
有 10% ~15 %a 螺旋 和 45%RB 螺旋 结构 。 该 蛋白 是 热 不 稳定 性 的 ， 在 温度 高 于 65 C 的 条 件 
下 就 会 发 生变 性 。 这 表明 这 些 高 活性 的 玖 基 在 蛋白 质 的 食品 功能 和 性 质 中 起 着 重要 的 作用 。 
BB- 乳 球 蛋 白 的 四 元 结构 对 pH 是 依赖 的 。 在 pH 低 于 3. 5 和 高 于 7.5 的 条 件 下 ， 它 以 单 聚 体 
形式 存在 ,在 pH 为 3. 5 一 5. 5 时 ， 它 会 形成 一 个 八 面体 的 结构 ， 而 在 pH X 5.5~7.5 时 ， 
它 就 会 以 一 个 二 聚 物 的 形式 存在 。 

尽管 农业 上 许多 重要 动物 的 乳汁 中 都 存在 B- 乳 球 蛋 白 , 但 是 在 一 些 哺乳 动物 的 乳汁 中 却 
不 含 B 乳 球 蛋 白 ， 包括 人 类 。 尽 管 人 们 已 经 知道 在 B- 乳 球 蛋白 表面 的 疏水 区 域 可 以 紧密 地 结 
合 维生素 A， 但 是 对 于 自然 生理 功能 所 起 的 作用 仍 存在 着 很 大 的 争议 。 

a- 乳 清 蛋 白 是 在 牛 和 许多 其 他 哺乳 动物 的 乳汁 提取 的 乳 清 中 含量 第 二 多 的 蛋白 质 。 对 从 
大 量 哺乳 动物 乳汁 中 分 离 纯化 得 到 的 a。- 乳 清 蛋 白 的 研究 发 现 ， 其 结构 高 度 保守 。 大 多 数 种 
类 的 牛乳 都 只 包括 了 一 种 a- 乳 清 蛋 白 (a-1. 乳 清 蛋 白 ), 但 是 也 有 一 些 种 类 的 牛乳 包括 了 两 
个 种 - 乳 清 蛋白 (a-1. 乳 清 蛋白 和 a-1, 乳 清 蛋白 )。 它 们 之 间 的 区 别 仅仅 是 在 于 一 个 氨基 
酸 。a-1, 乳 清 蛋 白 在 氨基 酸 序列 的 10 号 位 置 上 是 一 个 谷 氨 酸 ， 而 a-1, 乳 清 蛋白 在 这 个 位 置 


上 却 是 一 个 精 氨 酸 。 
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a- 乳 清 蛋 白 的 色 氨 酸 和 含 硫 氨基 酸 ( 半 胱 氨 酸 和 甲 硫 氨 酸 ) 的 含量 比较 高 。 它 的 等 电 点 
大 约 为 4.8， 在 该 pH 区 域 里 不 易 溶解 。 正 如 8- 乳 球 蛋 白 ，a- 乳 清 蛋 白 空间 结构 也 是 一 个 紧 
凑 的 球状 结构 ， 其 中 包含 了 25%a 螺旋 和 14%B 螺旋 结构 。 它 的 三 维 结构 与 溶菌 酶 的 结构 很 
相似 ， 这 是 这 两 种 蛋白 质 含有 大 量 相同 氨 基 酸 序列 的 一 个 反映 。 

a- 乳 清 蛋白 的 热 稳定 性 远 远 好 于 B- 乳 球 蛋 白 。 虽然 当 温 度 超过 60C 时 它 会 产生 变性 ， 
但 是 温度 降低 时 它 又 会 复 性 。 这 种 蛋白 质 的 表面 空隙 中 牢 牢 地 键 合 着 钙 离 子 和 其 他 二 价 阳 离 
子 ， 这 个 空隙 中 又 容纳 着 三 个 天 冬 酰胺 残 基 ， 并 且 去 除 与 钙 离 子 之 间 形 成 的 键 可 以 使 得 它 热 
稳定 性 更 好 。 

生物 学 上 ，a- 乳 清 蛋白 在 乳糖 的 合成 上 起 着 直接 和 新 奇 的 作用 。 在 乳糖 合成 的 最 后 一 
Jp. RRMA (uridine diphosphate, UDP) - 半 乳 糖 和 D -葡萄 糖 的 缩合 反应 就 是 通过 
乳糖 合成 酶 催化 进行 的 (图 13. 8) 。 这 种 酶 是 杂 二 聚 体 ， 包 括 A 和 B 两 个 亚 基 。 亚 基 A 催化 
半 乳 糖 的 转化 ， 从 UDP 半 和 乳糖 转化 成 受 体 分 子 。 在 没有 亚 基 B 的 条 件 下 ， 大 量 的 糖 都 能 够 
充当 受 体 。 但 是 在 B 蛋白 存在 的 条 件 下 ， 反 应 就 会 变 得 具有 特异 性 ， 仅 仅 只 有 葡萄 糖 能 充 
当 受 体 ， 同 时 这 也 确保 了 只 有 乳糖 的 合成 。 在 牛奶 中 乳糖 的 浓度 是 与 -乳白 蛋白 的 浓度 成 
比例 的 。 动 物 的 乳汁 中 缺乏 了 这 种 蛋白 质 也 就 没有 乳糖 (例如 许多 海 生 哺 乳 动物 ) 。 


CH,OH CH,OH CH,OH 
Q 


Q Q CH,OH 
oi UDP HH HO, Q 
oa HO\on fo \ OH 9 
H,0+UDP Qu /fon 


OH OH OH 
ct 

p-D-UDP- $710 a-D- 葡 区 精 (f-D- ROOF UIN- (1— 4)-a-D- 吡 喃 型 葡萄 糖 ] 
图 13.8 乳糖 合成 酶 催化 生物 合成 乳糖 的 最 后 一 步 


FAP GALL Re HMSO DMM RES RH. 
KP -AMES RN. HK UDP-MA ICI UDP HAR 


研究 发 现 牛 奶 中 含有 牛 血清 白 蛋白 (bovine serum albumin，BSA) ， 浓 度 通常 在 0. 1g/L 
到 0.4g/L 之 间 。 在 血清 中 也 发 现 了 牛 血 清白 蛋白 ， 因 此 这 种 蛋白 质 很 有 可 能 是 通过 血管 进 
入 乳液 中 的 。 这 个 分 子 (66ku) E B- 乳 球 蛋 白 或 -乳白 蛋白 大 得 多 。 它 的 氨基 酸 序列 已 经 
被 确定 ， 在 三 个 特定 的 区 域 中 仍 旺 现 出 一 个 球形 。 它 的 17 个 球 内 分 子 是 通过 二 硫 键 连接 起 
来 的 ， 就 像 半 胱 氨 酸 连 着 一 个 琉 基 (一 SH) 一 样 。 在 反应 期 间 由 于 条 件 的 改变 会 破坏 二 硫 
键 使 得 蛋白 质 更 加 不 稳定 。BSA 溶液 在 加 热 到 40YC 以 上 就 会 出 现 沉淀 ， 这 可 能 是 由 于 蛋白 
质 不 能 折 倒 导致 分 子 间 疏水 作用 的 形成 而 引起 的 。BSA 在 低 pH ( 约 为 4) 的 条 件 下 也 会 产 
生变 性 。 这 可 能 是 由 于 和 氨基酸 残 基 的 正 电荷 相互 排斥 引起 的 〈BSA 的 582 个 氨基 酸 中 含有 
59 个 赖 氨 酸 、23 个 精 氨 酸 和 17 个 组 氨 酸 )。 尽 管 人 们 知道 BSA 在 血液 中 有 着 重要 的 运输 作 
Ri, 但 是 在 乳汁 中 它 的 功能 还 不 为 人 知 。 

在 乳汁 中 发 现 的 第 四 种 主要 的 蛋白 质 类 型 是 免疫 球 蛋 白 〈lg)。 在 牛奶 中 发 现 的 免疫 球 
蛋白 的 主要 形式 是 lgsG， 而 在 人 乳 中 IgA 为 主要 的 类 型 。 这 些 蛋白 质 的 生物 功能 很 明显 具有 
免疫 功能 ， 为 婴儿 提供 及 时 的 免疫 保护 。 在 以 分 离 的 形式 存在 时 ，Ig 有 高 的 伸展 温度 ， 但 
是 在 有 其 他 蛋白 质 存在 的 时 候 它 的 热 稳定 性 大 大 降低 。 这 有 可 能 是 由 于 在 B- 乳 球 蛋 白 和 
GR) BSA 分 子 间 形成 了 二 硫 键 。 另 有 几 种 血清 蛋白 具有 杀菌 的 作用 。 它 们 包括 溶菌 酶 、 乳 
过 氧化 物 酶 和 乳 铁 蛋白 。 
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13.3.4 乳 清 蛋白 的 工业 化 生产 和 应 用 


全 世界 的 干 酷 生 产 每 年 产生 超过 9000 万 吨 乳 清 副 产物 ， 其 中 包含 了 63 万 吨 的 乳 清 蛋 
白 。 这 种 蛋白 质 的 初始 浓度 很 低 使 得 乳 清 蛋 白 产品 相对 比较 昂贵 ， 但 是 随 着 工艺 水 平 的 提 
高 ， 尤 其 是 超 滤 技术 的 不 断 发 展 ， 降 低 了 生产 成 本 。 屯 清 蛋白 的 生产 都 必须 有 乳 清 的 浓缩 过 
程 ， 然 后 一 般 是 十 燥 过 程 。 浓 缩 可 以 通过 蒸发 来 实现 ， 但 是 现在 可 以 使 用 超 滤 的 方法 米 代 壹 
(图 13. 9) 。 在 渗 滤 模式 中 CB 3 章 )， 超 滤 的 使 用 也 可 以 使 许多 的 小 分 子 化 合 物 从 乳 清 蛋白 
中 分 离 出 来 (如 乳糖 和 矿物 质 )。 


ae 


去 除 残余 的 脂 质 


一 
| 


-[ mersus {amme | 


OE 


SL em HEE RHR 


Fin Tet 


图 13.9 超 滤 法 生产 乳 清 蛋白 的 过 程 
详 见 正文 
乳 清 处 理 的 第 一 步 不 可 加 免 地 要 将 残余 的 脂 质 除去 〈 目 的 是 防止 堵塞 超 滤 膜 和 在 最 
终 的 产品 中 含有 脂 质 的 气味 ) 。 通 常 是 将 CaCl; 加 入 到 和 乳 清 中 ， 调 节 pH 值 到 7. 3 并 且 加 热 
到 50C 。 在 这 样 的 条 件 下 ， 就 会 形成 钙 合 磷脂 蛋白 复合 物 ， 并 且 在 溶液 中 沉淀 下 来 。 这 
些 蛋 白质 (比如 酷 蛋 白 ) 就 能 够 通过 微 滤 或 低速 离心 的 方式 除去 。 通 过 渗 滤 和 超 滤 的 联 
用 就 可 以 除去 10—50ku 的 化 合 物 ， 这 样 就 达到 了 浓缩 乳 清 蛋白 产品 的 目的 。 浓 缩 液 包含 
T 0.3 一 0.7g/ml 的 蛋白 质 是 商业 上 常见 的 产品 形式 。 如 果 需 要 ， 浓 缩 液 还 可 以 进行 彻底 
干燥 ， 通 常 是 经 过 喷雾 干燥 来 完成 。 
乳 清 蛋 白 分 离 物 通常 包含 大 于 90% 的 蛋白 质 。 工 业 上 使 用 离子 交换 色谱 。 乳 清 最 初 的 pH 值 
应 调 到 低 于 4.6 (如 果 用 阳离子 交换 色谱 或 高 于 4. 6 〈 如 果 用 阴离子 交换 色谱 )。 屯 清 的 上 样 会 
使 得 蛋白 质 片段 连接 起 来 ， 接 下 来 就 是 要 洗 去 未 结合 的 物质 (如 乳糖 和 矿物 质 )。 然 后 再 重新 调 
节 pH 值 使 得 乳 清 蛋 白 得 到 洗 脱 。 如 果 需 要 的 话 ， 分 离 的 乳 清 蛋 白 可 以 进行 喷雾 干燥 。 
乳 清 蛋 白 的 产品 根据 人 类 营养 和 它 的 功能 性 质 ， 已 使 用 于 动物 饲料 添加 剂 〈 乳 清 蛋 白 的 
浓度 小 于 总 蛋白 含量 的 55%) 和 食品 工业 CK 13. 6)。 从 功能 的 角度 来 看 ，a- 乳 白 蛋 白 和 B- 
乳 球 蛋 白 是 乳 清 蛋 白 的 主要 成 分 ， 它们 具有 表面 活性 功能 (乳化 和 起 泡 )， 而 且 还 具有 水 合 


和 凝 胶 化 作用 。 
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13.4 动物 蛋白 和 微生物 蛋白 


13.4.1 明胶 


明胶 是 部 分 降解 的 和 松散 的 胶原 。 胶 原 是 结缔 组 织 的 主要 成 分 ， 已 经 发 现 大 量 存在 于 
腿 、 软 骨 、 上 骨头、 血管 和 皮肤 中 。 胶 原 质 的 基本 结构 单元 是 原 胶原 ， 由 单个 胶原 多 肽 的 三 螺 
旋 构 成 ， 每 个 胶原 多 肽 都 包含 大 约 1000 个 氨基 酸 。 胶 原 是 一 个 氨基 酸 组 成 特别 的 化 合 物 ， 
因为 它 的 甘氨酸 含量 很 高 (23%) 。 胶 原 还 含有 大 量 的 且 氨 酸 或 修饰 过 的 膊 氨 酸 (3-X XEM 
AMM BEMA 和 其 他 修饰 的 氨基 酸 5- 羟基 赖 氨 酸 )。 由 于 分 子 间 的 共 价 键 和 非 共 
价 键 ， 胶 原 的 三 螺旋 结构 十 分 稳定 。 共 价 键 主要 是 来 自 于 上 述 所 提 到 的 修饰 氨基 酸 。 在 整个 
胶原 质 纤维 结构 中 每 个 原 胶原 蛋白 分 子 都 是 通过 分 子 间 键 结合 在 一 起 。 

明胶 的 工业 生产 相对 比较 简单 。 原 料 〈 通 常 是 皮肤 和 骨头 ) 首先 被 除去 非 胶原 化 合 物 。 
然后 再 水 浴 加 热 ， 这 能 够 促进 胶原 的 提取 ， 也 可 以 使 它 转化 为 明胶 。 但 是 这 种 转化 也 会 破坏 
胶原 的 纤维 结构 和 原 胶原 蛋白 分 子 三 螺旋 结构 。 一 些 胶原 多 肽 的 支架 就 会 出 现 断 裂 。 提 取 的 
明胶 通常 经 过 干燥 后 研磨 成 薄片 或 颗粒 状 产品 。 

明胶 能 够 广泛 应 用 于 食品 工业 。 由 于 它 的 氨基 酸 含量 不 平衡 ( 表 13. 9)， 所 以 它 的 营 
养 价值 不 高 。 食 品 工业 上 主要 是 利用 它 的 功能 性 质 。 明 胶 一 个 重要 的 功能 性 质 就 是 能 够 
形成 凝 胶 结构 。 明 胶 容易 溶解 在 热 水 中 产生 随机 的 胶原 圈 (ollagen-based coils) 。 当 温度 降 
到 35 一 40C 时 ， 许 多 胶原 多 肽 就 会 相互 作用 形成 小 片断 的 三 螺旋 结构 。 在 三 维 点 阵 结构 
中 ,这些 连接 区 有 效 地 连接 胶原 多 肽 ， 因 此 形成 凝 胶 。 当 加 热 到 40C 以 上 这 些 反 应 就 会 
被 捉 制 ， 又 会 出 现 一 个 熔融 态 的 产品 。 没 有 外 界 破坏 时 ， 明 胶 溶液 会 经 过 许多 个 熔化 和 
凝固 的 循环 。 明 胶 在 食品 工业 中 还 可 以 用 作为 凝 胶 剂 《如 以 明胶 为 基础 的 甜食 ， 原 文 为 
gelatin-based deserts， 拼 写 有 误 一 一 译 者 注 ) 。 这 种 蛋白 质 也 具有 很 弱 的 两 性 性 质 ， 因 此 也 
可 以 作为 乳化 剂 和 起 泡 剂 。 正 因为 有 这 些 作 用 所 以 明胶 可 以 加 入 冰激凌 和 棉花 糖果 汗 


软 糖 ) 中 。 
表 13.9 明胶 氨基 酸 的 组 成 


12.7 
0.36 
17 
9.45 
6.0 
10.2 
7.8 
37 
9.72 


明胶 也 可 以 用 于 其 他 非 食品 领域 ， 尤 其 是 医药 方面 。 在 药品 方面 ， 常 常 是 使 用 明胶 制造 
胶 杆 ， 也 可 以 在 一 些 黏 糊 剂 医学 产品 中 作为 增 稠 剂 。 它 还 可 以 用 作 栓剂 和 阴道 栓 生 产 的 胶 凝 
剂 。 因 为 它 可 以 吸附 本 身 重量 5 一 10 倍 的 水 ， 因 此 在 外 科 手 术 过 程 中 可 以 用 作 海绵 吸附 血 
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液 。 可 以 广泛 降解 〈 例 如 长 时 间 的 加 热 ) 的 明胶 具有 一 定 的 黏 性 。 这 些 降 解 的 产物 是 生产 动 
物 胶水 和 黏合 剂 的 基础 。 明 胶 主 要 的 工业 应 用 归纳 在 表 13. 10。 


Te HARES ERR 


7 


稳定 剂 
食品 wim 
乳化 剂 
起 泡 剂 
RRR 
wm mn 
BEN PMERM 
^ fme 
胶水 制造 
Kx mum 
其 他 用 途 纸张 /纺织 制造 的 上 浆 剂 
照相 软片 
Heme ent 
13.4.2 MRA 


在 许多 国家 ， 鸡 蛋 是 日 常食 品 的 一 部 分 ， 尤 其 是 饮食 蛋白 质 的 一 个 很 好 来 源 。 产 蛋 的 母 
鸡 一 年 可 以 生 250 个 鸡蛋 。 每 个 鸡蛋 的 质量 都 是 不 同 的 ， 它 取决 于 母 鸡 的 品种 、 年 龄 和 营养 
状态 ， 但 是 一 般 在 55 一 60g 之 间 。 鸡 蛋 是 由 大 约 10% MY RFE. 60% HY BB A A 30% 的 卵黄 组 
成 的 。 许 多 加 工 的 食品 都 把 卵 白 和 卵黄 作为 它 的 成 分 。 这 不 仅 是 因为 它们 具有 一 定 的 营养 价 
值 ， 更 主要 的 是 它 的 功能 特性 。 

食品 应 用 中 鸡蛋 加 工 过 程 的 第 一 步 是 机 械 破碎 ， 然 后 过 筛 〈 以 移 除 如 蛋 壳 类 物质 ) 。 
为 了 抑制 细菌 生长 这 一 步 要 在 低温 下 进行 。 如 果 需 要 全 卵 ， 随 后 需要 均一 化 。 另 一 种 方 
法 是 采取 机 械 法 分 离 卵 清 和 卵黄 ， 然 后 进行 独立 的 均一 化 或 混合 。 随 后 进行 巴 斯 德 杀菌 。 
对 于 全 卵 或 卵黄 ， 这 一 步 通常 在 64. 4 持续 150s。 卵 黄 的 脂 质 部 分 能 对 热 不 稳定 的 蛋白 
质 〈 主 要 是 卵 清 蛋白 ) 产生 有 效 的 保护 作用 。 在 低 一 些 的 温度 下 〈 约 STO) 对 分 离 出 来 
的 卵 清 蛋白 用 巴 斯 德 灭 苗 ， 虽 然 在 这 种 产物 中 天 然 存在 的 溶菌 酶 有 助 于 阻止 细菌 损坏 。 
巴 斯 德 灭 菌 完成 后 ， 降 低 处 理 温度 ， 产 物 或 者 被 冷冻 、 喷 雾 干燥 、 盐 化 ， 或 者 酸化 以 阻 
止 细 菌 损坏 。 进 一 步 加 工 以 获得 纯 的 卵 清 蛋白 ， 通 常 不 会 进行 。 

卵 清 蛋 白 对 于 卵 制品 的 整个 功能 特点 有 显著 的 贡献 。 卵 清 约 含 86% 的 水 ，11% 的 蛋白 
质 和 少量 的 糖 类 、 脂 肪 和 矿物 质 。 卵 清 中 的 主要 和 蛋白质 种 类 见 表 13. 11。 在 卵 清 中 存在 高 浓 
度 的 卵 清 蛋白 。 它 是 含 385 个 氨基 酸 ， 分 子 质量 为 45ku 的 磷 糖 蛋白 。 糖 类 组 分 通过 包含 
292 个 天 冬 酰胺 的 N- 糖 基 链 连接 到 多 肽 骨架 上 。 卵 清 蛋白 的 三 种 不 同 组 分 能 够 通过 等 电 聚 
焦 分 离 。 它 们 是 蛋白 质 的 非 磷酸 化 、 一 磷酸 化 和 二 磷酸 化 三 种 形式 。 磷 酸 盐 基 团 存在 于 丝 氨 
酸 68 或 丝氨酸 344 上 。 卵 清 蛋白 也 能 在 它 的 N 末端 乙酰 化 并 包含 四 个 半 胱 氨 酸 残 基 。 

当 加 热 时 ， 卵 清 蛋白 和 其 他 一 些 鸡蛋 的 白 蛋白 会 发 生变 性 和 凝结 。 类 似 凝 胶结 构 是 由 分 
子 间 朴 水 作用 形成 的 。 凝 胶 的 形成 加 强 了 食物 结构 和 持 水 能 力 。 同 时 ， 卵 清 蛋白 有 利于 卵 清 
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表 13. 11 孵 清 中 的 主要 蛋白 质 种 类 


Bud 
卵 铁 传递 蛋白 ( 伴 清 蛋 白 ) 
LE IT 

溶菌 酶 

MEH Ca M R) 


6.6 
4.0—4.3 
10.7 


免疫 球 蛋 白 ( 多 种 ) 不 同 


B. 免疫 球 蛋 白 存在 于 卵 白 和 卵黄 中 ， 详 见 正文 。 


的 起 泡 性 ， 虽 然 与 凝 胺 和 酷 蛋 白 相 比 ， 它 的 起 泡 更 温和 。 卵 清 蛋白 溶液 的 搅动 会 引起 蛋白 质 
分 子 在 气 液 界面 的 汇合 ， 暴 露 通常 埋藏 在 蛋白 质 中 心 的 殖 基 基 团 ， 这 会 导致 它们 的 部 分 变 
性 。 殖 基 基 团 容易 氧化 形成 分 子 间 二 硫 键 ， 有 利于 泡沫 的 稳定 。 非 共 价 键 在 卵 清 蛋 白 的 泡沫 
稳定 性 中 起 着 重要 作用 。 

卵 类 黏 蛋 白 和 卵 恭 蛋白 是 蛋清 中 的 其 他 蛋白 质 的 代表 。 孵 类 恭 蛋 白 是 28ku 的 胰岛 素 抑 
制剂 。 它 是 一 个 相对 热 稳定 的 糖 蛋白 类 ， 这 个 糖 蛋白 类 的 结构 是 三 条 通过 链 内 二 硫 键 连接 的 
独立 的 主 链 。 卵 黏 蛋白 是 一 个 硫 代 糖 蛋白 ， 它 具有 黏 性 或 凝 胶 性 质 ， 在 卵 清 的 发 泡 性 上 有 重 
要 作用 。 它 有 a 亚 基 和 8B 亚 基 组 成 ， 分 子 质量 分 别 是 18ku 和 400ku。 这 两 种 亚 基 是 糖 基 化 
的 ，B 型 分 子 量 的 50% 是 糖 类 组 分 。 

在 食品 工业 中 ， 大 豆 蛋 白 也 是 功能 蛋白 的 重要 部 分 。 从 大 豆 和 其 他 豆 类 衍生 而 来 的 种 子 
蛋白 质 属于 球 蛋 白 或 白 蛋 白 。 球 蛋白 能 占 蛋 白质 的 90% 以 上 并 有 存储 功能 。 根 据 它们 的 沉 
降 系数 不 同 分 成 75 球 蛋 白 和 115 球 蛋 白 〈 见 表 13. 12) 。 大 豆 球 蛋白 和 大豆 球 蛋 白 是 大 豆 
蛋白 ， 具 有 形成 凝 胶 的 功能 特性 。 大 豆 蛋 白 也 有 乳化 作用 ， 有 利于 汤 、 香 肠 和 咖啡 漂白 剂 中 
的 油 在 水 中 的 稳定 。 与 鸡蛋 蛋白 相 比 ， 大 豆 蛋 白 用 于 改变 食品 功能 性 方面 是 不 需要 纯化 的 。 


表 13. 12 大 豆 中 发 现 的 以 球 蛋白 为 主 的 种 子 蛋白 


PO GARE A 4150 — 200 ko 的 入 蛋白 ;7- 大 豆 球 蛋白 ,170ku HO WERE PL AAR 75 球 蛋 白 ,168ku ` 
LEG] 
大 豆 球 蛋 白 ,300 一 380ku 的 糖 蛋白 


BREA 


11S 球 蛋白 


13.4.3 单 细 胞 蛋白 


微生物 是 饮食 蛋白 质 的 有 价值 的 源泉 。 实 际 上 ， 这 样 的 单 细 胞 蛋白 Csingle-cellprotein, 
SCP) 产物 自从 上 世纪 之 交 以 来 就 已 引起 大 家 的 注意 。 微 生物 产品 作为 蛋白 质 来 源 有 许多 吸 
引 人 的 地 方 。 与 传统 的 动物 、 植 物 蛋白 来 源 相 比 ， 多 种 微生物 代 时 较 短 。 用 于 生产 单 细胞 蛋 
白 的 发 酵 技术 已 较为 完善 。 这 个 过 程 的 完成 不 受 季 节 、 气 候 条 件 的 限制 ， 且 可 用 易 得 、 价 廉 
的 原材料 。 此 外 ， 大 多 数 微生物 的 蛋白 质 含量 是 相当 高 的 ， 有 些 多 达 50%， 也 可 用 基因 的 
干预 提高 产物 蛋白 的 质量 和 数量 。 

用 于 生产 单 细胞 蛋白 的 任何 一 种 微生物 必 是 第 2 章 所 列 的 一 般 公 认为 是 安全 的 
CGRAS)。 这 些 可 被 人 类 直接 消化 的 产品 也 可 用 于 动物 食品 工业 ， 如 此 以 来 ， 除 细菌 外 ， 本 
母 也 可 用 于 生产 单 细胞 蛋白 。 菩 类 和 真菌 将 来 也 可 以 用 于 生产 单 细胞 蛋白 。 随 着 世界 人 口 的 
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稳定 增长 ， 未 来 微生物 生产 的 蛋白 质 与 其 他 营养 物质 的 意义 更 显 突出 。 


13.5 甜 味 和 口味 修饰 蛋白 


葡萄 糖 与 果糖 糖浆 的 产物 及 它们 用 作 甜 味 剂 的 内 容 已 在 第 11 章 提 到 过 。 然 而 甜 味 并 不 
只 是 糖 类 物质 所 独 有 的 味觉 。 多 数 特别 甜 的 蛋白 质 〈 和 肽 ) 可 通过 品尝 来 鉴别 。 到 目前 为 止 
发 现 的 最 甜 的 天 然 物质 实际 上 是 两 种 植物 蛋白 ， 奇 甜 蛋白 (thaumatin) 和 应 乐 果 甜 蛋白 
Cmonellin， 表 13. 13)。 到 目前 为 止 这 些 具有 甜 味 特征 的 其 他 大 多 数 蛋 白质 来 源 于 某 些 非洲 
植物 的 果实 或 浆果 。 这 些 果 实 、 浆 果 长 久 以 来 被 当地 的 非洲 人 直接 食用 或 用 作 食物 甜 味 剂 。 
例如 ， 由 于 它们 甜 度 高 而 用 作 低 热量 的 甜 味 剂 。 与 糖 不 同 ， 它 们 不 会 损坏 牙齿 ， 可 被 安全 地 
用 作 糖 尿 病人 的 甜 味 剂 。 


表 13.13 ”一 些 甜 味 和 口味 修饰 蛋白 及 其 来 源 
一 一 一 = z 


iumotococcus danielli (f) I 
Dioscoreoph yllum cumminsii 的 果实 
Capparis masaikai 的 种 子 
Pentadiplandra brazzenna 的 效果 
Richadella dulci fica 的 效果 
Curculigo latifolia 的 果实 


奇 甜 蛋白 
应 乐 果 甜 蛋白 
ELLIIFT 

Pentadin 

非洲 奇 果 蛋 白 (Miraculin) 
Au RESET 


3000 
400 
500 

无 味 


奇 甜 蛋白 是 在 非洲 西部 植物 Thaumotococcus danielli 的 浆果 中 发 现 的 蛋白 质 。 虽 然 它 
的 存在 于 19 世纪 50 年 代 已 有 记载 ， 但 它 被 首次 分 离 、 定 性 ， 并 商业 化 是 在 20 世纪 70 年 
代 。 已 知 奇 甜 蛋 白 存在 两 种 形式 : 奇 甜 蛋白 I 和 奇 甜 蛋白 上 。 前 者 的 分 子 质量 为 22209u， 
后 者 的 分 子 质量 为 22293u。 二 者 均 为 207 个 氨基 酸 的 多 肽 。 由 于 5 个 残 基 不 同 在 序列 上 存 
在 差异 ， 它 们 的 三 维 结构 为 球形 。B 结构 有 多 个 显著 的 分 支 。 它 们 具有 很 强 的 热力 学 稳定 
性 ， 甚 至 在 沸腾 1h 后 仍 能 保持 甜 味 。8 个 二 硫 键 起 主要 的 稳定 作用 ， 但 在 沸腾 时 蛋白 质 也 
可 能 部 分 打开 。 接 着 冷却 后 会 重新 折合 。 奇 甜 蛋白 通过 与 舌头 上 特定 的 味蕾 受 体 结合 ， 产 生 
甜 的 感觉 ， 它 们 比 同 质量 的 蔗糖 甜 3000 倍 ， 相 当 于 等 摩尔 蔗糖 的 10 万 倍 。 

20 世纪 70 年 代 ，Tate Al Lyle 第 一 次 以 商品 名 “Talin” 使 奇 甜 蛋白 获得 商业 化 。 除 了 在 其 本 
土 非洲 ， 产 生 奇 甜 蛋白 的 天 然 植物 生长 较 差 或 果实 很 小 ， 而 Talin 的 生产 是 将 本 土 收获 的 果实 在 
冷冻 后 通过 海运 送 到 最 终 的 生产 地 。 浆 果 中 50% 以 上 是 蛋白 质 ， 压 碎 之 后 可 以 在 水 中 被 提取 出 
来 。 可 溶性 提取 物 通过 超 滤 得 到 浓缩 ， 经 过 喷雾 干燥 、 冷 冻 干 燥 后 可 产生 最 终 纯化 的 产品 。 

奇 甜 蛋白 基因 已 经 被 分 离 并 在 多 种 重组 的 微生物 系统 中 得 到 表达 ， 包 括 大 肠 杆 菌 、 枯 草 
芽孢 杆菌 、 链 埠 菌 、 酿 酒 酵母 和 Kluyveromyces lactis 。 奇 甜 蛋白 基因 已 经 在 转基因 植物 中 
得 到 表达 ， 而 且 这 些 植物 提取 物 已 经 表现 出 甜 味 。 通 过 基因 重组 的 方法 生产 的 产品 在 克服 来 
源 可 得 性 问题 方面 表现 出 明显 的 优势 。 这 也 允许 生产 出 改变 了 氨基 酸 顺 序 的 不 同 产品 。 这 也 
可 以 证 明 有 更 甜 的 奇 甜 蛋白 或 具有 改进 了 甜 味 特征 的 一 类 物质 。 就 商业 基础 而 言 ， 重 组 的 奇 
甜 蛋 白 产品 的 主要 技术 障碍 到 目前 为 止 来 看 是 低 的 表达 水 平 。 

奇 甜 蛋 白 一 般 被 公认 为 是 安全 的 ， 在 甜 味 浓度 的 下 限 ， 它 可 作为 增 味 剂 。 已 经 发 现 它 在 动 
物 饲料 、 人 类 食品 、 饮 料 、 口 香 糖 和 空气 清新 剂 的 商业 应 用 中 作为 甜 味 剂 和 增 味 剂 。 使 用 浓度 
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高 时 ， 它 使 食品 表现 出 强烈 的 类 似 甘草 的 气味 ， 这 一 点 多 少 限制 了 它 在 食品 行业 广泛 应 用 。 

在 1972 年 ， 应 乐 果 甜 蛋 白 第 一 次 从 西非 的 植物 Dioscoreo ph yllum cummunisii 中 提纯 出 
来 。 它 是 异 二 聚 体 ， 由 44 个 氨基 酸 残 基 的 A 链 和 50 个 氨基 酸 残 基 的 B 链 通过 非 共 价 键 连 
接 而 成 。 全 部 分 子 质量 是 11ku， 蛋 白质 的 等 电 点 为 9. 0 一 9.4。 应 乐 果 甜 蛋白 与 奇 甜 蛋白 表 
现 出 一 些 序列 上 的 同 源 性 ， 然 而 多 克隆 抗体 阻止 一 个 蛋白 质 与 男 一 个 蛋白 质 的 交叉 反应 。 应 
乐 果 甜 蛋白 表现 出 与 奇 甜 蛋白 相似 的 甜 味 。 它 没有 奇 甜 蛋白 稳定 ， 在 被 消化 后 几 秒 不 能 觉察 
出 甜 味 。 然 后 ， 甜 味 感 慢 慢 变 浓 又 慢 慢 变 淡 ， 持 续 1h。 基 于 这 样 的 原因 ， 应 乐 果 甜 蛋白 不 
可 能 像 奇 甜 蛋白 一 样 赢得 商业 青睐 。 

Pentadin 是 另 一 种 甜 味 蛋白 。 它 第 一 次 是 1989 年 从 非洲 植物 Pentadiplandra brazzen- 
na 的 浆果 中 提取 而 得 到 。 和 蛋白 质 的 甜 味 谱 型 多 少 类 似 于 应 乐 果 甜 蛋 白 。 

仙 茅 甜 蛋白 是 异 二 聚 体 蛋白 质 ， 分 子 质量 大 约 28ku。 它 是 从 生长 在 马来西亚 西部 的 香 
草 Curculigo lati folia 的 果实 中 得 到 的 。 该 蛋白 质 的 甜 味 比 芒 糖 高 500 倍 以 上 ， 但 是 它 也 有 
修饰 甜 味 的 特性 。 

最 后 ， 非 洲 奇 果 蛋白 最 初 是 从 西非 的 灌木 Richadella dulcu fica 的 浆果 中 分 离 出 来 的 ， 
有 191 个 氨基 酸 ，28ku ( 糖 蛋白 ) 。 这 种 蛋白 质 自身 是 无 味 的 ， 它 能 把 原味 物质 改变 成 甜 味 
物质 。 例 如 ， 先 嚼 含 非洲 奇 果 蛋 白 的 浆果 后 再 吃 柠檬 ， 尝 起 来 有 橘子 味 。 从 应 用 前 景 来 看 ， 
这 种 蛋白 质 的 缺点 是 在 味觉 受 体 上 结合 很 长 时 间 ， 甜 味 可 持续 2h 以 上 。 
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